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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Klinische Aspekte der Nierentransplantation

Die Nierentransplantation ist eine 1954 in Boston von MURRAY erstmals erfolgreich am
Menschen (1) durchgefihrte Therapieform der chronischen Niereninsuffizienz. Einem
verstorbenen oder |ebenden Spender wird eine Niere mitsamt zu- und abfthrenden Gefal3en
sowie dem Harnleiter entnommen. Die explantierte Niere wird zumeist heterotop, extraperito-
neal in der kontralateralen Fossa iliaca des Empféngers platziert, wobei die Gefél3e in der
Regel an die Vasa iliaca externa anastomosiert werden (2). Die Harnableitung wird in den
meisten Fallen mittels einer Ureterozystoneostomie nach GREGOIR wiederhergestellt (3).

Im Jahr 2003 wurden in Deutschland 2111 Nierentransplantationen durchgefuhrt. In 1882
Féllen wurde die Transplantation einer Leichenniere vorgenommen, in 229 Fallen stammte
die Niere von einem |lebenden Spender. Die 1-Jahres-Uberlebensrate der im Zeitraum von
1990 bis 2002 in Deutschland transplantierten Nieren betrug bei Lebendspenden ca. 95%, die
3-Jahres-Uberlebensrate ca. 89% und die 5-Jahres-Uberlebensrate ca. 82%. Bei Leichennieren
betrug die 1-Jahres-Uberlebensrate ca. 83%, die 3-Jahres-Uberlebensrate ca. 75% und die 5-
Jahres-Uberlebensrate ca. 68% ( http://www.dso.de).

1.2 Ursachen und Risikofaktoren des Funktionsverlusts

transplantierter Nieren

Die bedeutsamste Komplikation der Nierentransplantation ist der Funktionsverlust des trans-
plantierten Organs. Dieser muss nicht zwingend zu einem kompletten Erléschen der Trans-
plantatfunktion fihren. Je nach zeitlichem Ablauf des Funktionsverlusts unterscheidet man
akute von chronischen Formen. Die haufigste zum akuten Funktionsverlust fihrende Kompli-
kation ist die akute Abstof3ungskrise. Tabelle 1 listet die Inzidenzen der verschiedenen For-

men des akuten renalen Transplantatfunktionsversagens auf.
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Tabelle 1. Ursachen friher postoperativer Dysfunktion bei Nierentransplantaten nach
(4), (5), (6), (7), (8), (9), (10) und (11)

Schéadigungsart Inzidenz

Akute Abstol3ung 33% - > 50% (4), (6), (8)
I schamische Schadigung (akute tubuldre Nekrose) > 20% (4), (8)

Infektion 35% (11)

M edikamententoxizitét !

Schadigung durch Rezidiv der Grundkrankheit  5—20% (5), (7)
Vaskulre Komplikationen'"' 1 —25% (6), (9), (10)
Urologische Komplikationen'” 2—14% (8), (9)

' Zur Inzidenz des durch Medikamententoxizitét (insbesondere Ciclosporin A) verursachten akuten Funktions-
verlusts von Transplantatnieren sind keine Zahlen verdffentlicht.

" Laut DENTON und SINGH sowie SUTHANTHIRAN und STROM fiihren auch Rezidive der Grundkrankheit
wie z. B. fokal segmentale Glomerul osklerose, membranoproliferative Glomerulonephritis oder hdmolytisch
urémisches Syndrom zu akuten Funktionsverlusten von Nierentransplantaten.

" Der Begriff Vaskuldre Komplikationen umfasst neben arteriellen und vendsen Perfusionsstérungen auch post-
operative Komplikationen wie z. B. Insuffizienz der Gefé3anastomosen, Gefél3zerrei3ung mit nachfolgender
Bildung von Pseudoaneurysmen oder pré bzw. intrarenalen Shunts.

"V Der Begriff Urologische Komplikationen umfasst Stérungen infolge Urinleck und Harnleiterobstruktionen, die

beide auf den selben Pathomechanismen beruhen, némlich Problemen der Ureterozystoneostomie.

Ein langfristiger Funktionsverlust der Transplantatniere ist vor alem durch die chronische
Abstol3ung bedingt (8). Weitere Ursachen sind die chronische Nephrotoxizitét von Ciclospo-
rin A und Rezidive der Grundkrankheit.

1.3 Atiologie, Pathogenese und Risikofaktoren der Transplantat-
abstol3ung

Als Abstof3ung wird ein immunol ogisch bedingter Funktionsverlust eines transplantierten
Organs bezeichnet. Dabei reagiert das Immunsystem des Empféangers gegen das al's korper-

fremd erkannte Allotransplantat.
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Man unterscheidet zwischen einer zelluldren und einer humoralen Immunreaktion gegen das
Transplantat, entsprechend zwischen einer zelluléaren und humoralen Abstof3ung. Bei der zel-
luléren Abstol3ung kommt es zu einer Schadigung von Transplantatgewebe durch alloreaktive
zytotoxische T-Lymphozyten oder Makrophagen. Bei der humoralen Abstol3ung wird das
Transplantat durch zytotoxische Antikorper geschadigt.

Die Immunreaktion wird durch T-Lymphozyten induziert, die mittelsihrer T-Zell-Rezeptoren

korperfremde Antigene erkennen.

Erkennen CD4-positive Helfer-T-Lymphozyten Antigene, werden u. a. Zytokine ausgeschuit-
tet, die al's Wachstumsfaktoren und Aktivatoren u. a. auf folgende Zellen wirken: CD8-posi-
tive zytotoxische T-Lymphozyten, Makrophagen und B-Lymphozyten. Zytotoxische T-Lym-
phozyten und Makrophagen sind Effektorzellen der zelluldaren Immunreaktion, B-Lympho-

zyten sind die Trager der humoralen Immunreaktion.

Zytotoxische CD8-positive T-Zellen zerstéren Zellen, die allogene MHC-Antigene exprimie-
ren oder auf einem korpereigenen HLA-Molekil présentieren. Nach Erkennung der korper-
fremden Antigene Uber den T-Zell-Rezeptor sezernieren zytotoxische T-Zellen Perforine und
Granzyme. Perforine polymerisieren in der Membran der Zielzelle und bilden dadurch Ka-
néle, Uber die Granzyme eindringen und Enzyme aktivieren, die zur Apoptose der Zielzelle
fUhren. Alternativ konnen CD8-positive T-Zellen mit ihrem Fas-Ligand an das CD95-Antigen

der Zielzelle binden und dadurch wiederum den programmierten Zelltod ausl 6sen.

M akrophagen sowie polymorphkernige Neutrophile schadigen die das Fremd-Antigen tragen-
den Zellen und benachbarte Zellen durch eine a's delayed type hypersensitivity (DTH) be-
zeichnete Reaktion. DTH wird als Uberempfindlichkeitsreaktion vom verzogerten Typ bzw.
als Typ IV Uberempfindlichkeitsreaktion in der Einteilung nach COOMBS und GELL be-
zeichnet. Es handelt sich dabei um eine T-Zell vermittelte Gberschief3ende Reaktion gegen
Fremd- oder Selbst-Antigen: Makrophagen werden durch CD4-positive T-Lymphozyten, die
ein Fremd-Antigen erkannt haben, Gber das Zytokin Interferon-y aktiviert. Makrophagen se-

zernieren dann ihrerseits Zytokine wie TNF-a., Interleukin-1 und Chemokine, die eine Ent-
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zUindung ausl 6sen. Weiterhin regen einige Zytokine Fibroblasten und glatte Muskel zellen zur
Proliferation an.
B-Lymphozyten antworten auf die Aktivierung mit einer klonalen Expansion und der Syn-

these von spezifischen Immunglobulinen.

Man unterscheidet weiterhin je nach Zeitpunkt des Einsetzens einer Abstof3ung eine hyper-
akute, akute und chronische Form (12).

Eine hyperakute Abstol3ung setzt sofort nach Anastomosierung der Nierengefél3e ein. Sie be-
ruht auf der Bindung von praformierten Antikorpern des Empfangers an Antigene des Spen-
ders (13), diein Gefal3en des Nierentransplantats zur Bildung von Koageln und Thromben
und schliefdlich zur anamischen Infarzierung der Niere fuhrt (14). Die hyperakute Abstof3ung
stellt eine rein humorale Immunreaktion dar.

Eine akute AbstolRungskrise setzt in den meisten Fallen von der 1. Woche bis zum 3. Monat
nach der Transplantation ein, ist aber grundsétzlich zu jedem Zeitpunkt moglich (12). Sie
imponiert als eine rasch ablaufende, febrile, fokale oder universelle Entziindungsreaktion des
Transplantats. Bel einer akuten Abstol3ung handelt es sich stets um eine zelluldre Immunre-
aktion. In einigen Fallen kann eine humorale Komponente begleitend auftreten.

Als Risikofaktoren fur die Entstehung einer akuten Abstof3ungskrise bezeichneten BOOM

et a. HLA-DR Inkompatibilitdt von Spender und Empfanger, verzogert einsetzende
Transplantatfunktion und vorbestehende Immunisierung (15). WOO und Mitarbeiter
korrelierten akute Abstol3ung zusétzlich mit jungem Alter von Transplantatnierenempfangern
(16).

Als chronische Abstoung definierten MATAS et a. die almahliche Verschlechterung der
Transplantatfunktion, die mindestens 3 Monate post operationem einsetzt und Uber mindes-
tens 6 Monate andauert in Verbindung mit einer fur die chronische Abstof3ung charakteristi-
schen Biopsie bzw. Angiographie (17). Verdnderungen, denen eine chronische Abstof3ung mit
grofer Wahrscheinlichkeit zugrunde liegt, sind im Biopsat vor allem an Gefal3en zu finden:
Zerreil3ung der Elastica, Nachweis von Entziindungszellen und Proliferation von Myo-

fibroblasten in der fibrotischen Intima und die Bildung einer zweiten ,, Neointima“ (18). Die
10
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fur die chronische Abstol3ung charakteristischen Gefél3veranderungen sind auch angio-
graphisch in Form einer progressiven Lumene nengung insbesondere der glomeruléren
Blutleiter nachweisbar. (19).

In allen anderen Féllen, in denen ein chronischer Funktionsverlust von Transplantatnieren
nicht mit den genannten Gefal3veranderungen einhergeht, sollte man von chronischer
Transplantatnephropathie sprechen.

Die Pathogenese ist laut WILHELM et al. in drel aufeinander folgende Phasen unterteilbar: In
der ersten kommt es zu einer humoralen Immunreaktion gegen Endothelzellen der Trans-
plantatnierengefél3e, in der zweiten zu einer zelluléren Immunreaktion nach Einwanderung
von T-Lymphozyten und Makrophagen in das Gefél3endothel. In der dritten Phase vollzieht
sich ein progressiver fibroser Umbau des perivaskuléren Bindegewebes, der durch von
Makrophagen sezernierte Zytokine (v.a. Interleukin-6 und TNFa) unterhalten wird (19).
Dieser Prozess wird durch weitere Schadigungen des Transplantats, die vom Immunsystem
des Empféangers unabhéngig sind, verstarkt und beschleunigt. Zu diesen z&hlen z. B. Schaden
durch eine lange kalte | schamiezeit und dem damit verbundenen Reperfusionsschaden, eine
Infektion mit Zytomegalievirus (CMV), die Toxizitét von Immunsuppressiva und ein erhohter
Blutdruck (19). Neben diesen Faktoren werden akute Abstof3ungskrisen von verschiedenen
Autoren als besonders bedeutsamer Risikofaktor fir das Entstehen einer chronischen Absto-
Bung bezeichnet (20-24). Verschiedene Untersucher beschrieben eine signifikante Assoziation
von HLA-Antikérpern, die nach der Transplantation gebildet wurden und nachfolgender
chronischer Abstof3ung.

1.4 Der Major Histocompatibility Complex (MHC)

Als MHC wird ein auf dem kurzen Arm des Chromosoms 6 |okalisiertes auf3ergewohnlich
polymorphes System von Genen bezeichnet (25). Es kodiert u. a. fur die HLA-Molekile, Gly-
koproteine, die an der Zelloberflache exprimiert werden. Sie dienen dazu, den T-Lymphozy-
ten von auf¥en aufgenommene, in der Zelle prozessierte (exogene) oder im Zytoplasma produ-
zierte (endogene) Peptide zu prasentieren. T-Zellen erkennen diese Peptide Uber ihren T-Zell-
Rezeptor nur in Kombination mit eitnem MHC-Molekill. Diesen Umstand nennt man auch die

MHC-Restriktion der Antigenerkennung (26). Man unterteilt die Glykoproteine in Klasse |-

11
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und Klasse I1-Molekile. Dieser Unterteilung liegen strukturelle und funktionelle Unterschiede

zugrunde.

Die wichtigsten HLA-Klasse I-Molekile werden durch die Genorte HLA-A, -B und -C ko-

diert und kommen auf den meisten kernhaltigen Zellen und Thrombozyten vor. Sie prasentie-

ren CD8-positiven T-Lymphozyten endogene Peptide.

Die auf den Genorten HLA-DP, -DQ und -DR kodierten HLA-Klasse I1-Molekiile werden
konstitutiv auf Antigen prasentierenden Zellen wie B-Lymphozyten, Monozyten, dendriti-

schen Zellen und Makrophagen exprimiert. Sie kdnnen fakultativ unter Stimulation von Zyto-

kinen, insbesondere |FN-y aber auch von T-Lymphozyten und Endothel zellen exprimiert

werden. HLA-Klasse I1-Molekile prasentieren CD4-positiven T-Lymphozyten exogene Pep-

tide.

Neben den Unterschieden im Gewebeverteilungsmuster und in der Funktion unterscheiden

sich HLA-Klasse |- und I1-Molekile noch in weiteren Punkten, die in Tabelle 2 angegeben

sind:

Tabelle 2: Unter schiede zwischen HLA-Klasse |- und HLA-Klasse I I-M olektlen

Merkmal

HLA-Klasse |-Molekile

HLA-Klasse |I-Molekile

Molekularer Aufbau

In der Zellmembran verankerte,
in drei Doménen unterteilte o.-
Kette und nonkovalent gebunde-
nes f2-Mikroglobulin

Dimer aus a- und B-Kette; die
Ketten sind beide in der Z€ll-
membran verankert und in 2

Doménen unterteilt

Peptidbindungsstelle

In einer aus Abschnitten der a1-
und der a.2-Domane gebildeten
Grube

In einer aus Abschnitten der a1-
und der 31-Doméane gebildeten
Grube

Tréger der alogenen

Determinanten

al- und a2-Doméane

ol- und B1-Domane

12
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Zwel herausragende Eigenschaften des MHC-Komplexes sind die Polygenie und der all€eli-

sche Polymorphismus.

Als Polygenie bezeichnet man die Abhéngigkeit eines Erbmerkmals von verschiedenen Ge-
nen (27). So umfasst die MHC-Klasse I-Region 17 Gene, von denen die 3 oben genannten,
HLA-A, -B und -C, die grofite Rolle spielen. In der MHC-Klasse 11-Region unterteilt man
drei Subregionen: HLA-DP, -DQ und -DR. Die HLA-DP und die HLA-DQ Subregionen um-
fassen je 4 Gene, von denen je 2 al's Pseudogene nicht exprimiert werden. In der HLA-DR
Subregion sind 10 Gene bekannt: DRA, DRB1 — DRB9. Nur DRA, DRB1, DRB3, DRB4 und
DRB5 werden exprimiert, DRB2 und DRB6 — DRB9 stellen Pseudogene dar. Das mit dem
Buchstaben A versehene Gen kodiert fir die a-Kette des Molekils, wahrend die mit B be-

zeichneten Gene fir die B-Kette kodieren.

Die meisten MHC-Gene sind sehr polymorph. Das bedeutet, dass eine Vielzahl verschiedener
Allele eines Gens bei verschiedenen Individuen einer Population vorkommt. So waren im
Januar 2003 fur das DRB1-Gen 330 verschiedene Allele bekannt
(http://www.anthonynolan.com). Dabei ist die alelische Variabilitét auf die Teile der Gene

konzentriert, die fur die Antigen-Bindungs-Stellen der Molekile kodieren.

Die Polygenie und der allelische Polymorphismus des MHC-Komplexes stellen einen Selek-
tionsvorteil dar. Durch diese beiden Eigenschaften wird sichergestellt, dass die Individuen
einer Population zusammengenommen Uber ein grof3es Repertoire an HLA-Rezeptoren verfi-
gen. Die Individuen der Population zusammengenommen kénnen dadurch gegen viele ver-
schiedene Krankheitserreger eine effiziente Immunreaktion ausl6sen (28).

HLA-Gene werden in der Regel als Haplotyp vererbt und kodominant exprimiert. Als

Haplotyp bezeichnet man einen kompletten gekoppelten Satz von Genen auf demselben

Chromosom.

13
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1.4.1 Bedeutung der HLA-Kompatibilitét zwischen Spendern und Empféngern

von Nierentransplantaten
Aufgrund des ausgepragten Polymorphismus des HLA-Systems ist es sehr wahrscheinlich,
dass zwei genetisch nicht miteinander verwandte Individuen zahlreiche differente Allele be-
sitzen. HLA-Molekiile des Spenders, die der Empfanger nicht exprimiert, so genannte HLA-
mismatches, koénnen prinzipiell auf drei verschiedenen Wegen eine Immunreaktion ausl6sen
(sh. Abbildung 1) (29):

Abbildung 1: Wege der Erkennung allogener MHC-M oleklile und M echanismen der
Transplantat-AbstoRung nach (29)

Direct Pathway = direkter Weg; Indirect Pathway = indirekter Weg; Allogeneic APC = allogene Antigen pr&
sentierende Zelle; SAlf-APC = Antigen prasentierende Zelle des Empfangers; MHC molecule = MHC-Molekdl;
T-cell receptor = T-Zell Rezeptor; Allogeneic peptide = allogenes Peptid; T = zytotoxische T-Zelle; Ty = Hel-
fer-T-Zelle; Cytokines = Zytokine; Activated cytotoxic T cell = aktivierte zytotoxische T-Zelle; B-cell = B-Zdlle;

Alloantibodies = Allo-Antikorper; Macrophage = Makrophage; Erlauterung der Abbildung im Text
14
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Das Fremd-MHC-Molekil wird entweder direkt oder indirekt erkannt. Bei der direkten Er-
kennung werden empfangereigene T-Zellen durch allogene MHC-Molekiile auf Zellen des
Spenders aktiviert. Die indirekte Erkennung hat zur Voraussetzung, dass Fremd-HLA-Mole-
kile oder Spenderzellen von empféngereigenen Antigen-Prasentierenden Zellen phagozytiert
wurden. Die aus dem allogenen HLA-Molekil durch Prozessierung entstandenen Peptide
werden CD4-positiven, Helfer-T-Lymphozyten auf dem autologen HLA-Molekil prasentiert.
CD4-positive T-Zellen kdnnen mithin sowohl indirekt als auch direkt spenderspezifische
HLA-Molekile erkennen. Nach Erkennung der allogenen HLA-Merkmale aktivieren die Hel-
fer-T-Lymphozyten die Effektorzellen, ndmlich zytotoxische T-Lymphozyten, Makrophagen
oder B-Lymphozyten, die gegen das Fremd-Antigen vorgehen. Zytotoxische, CD8-positive T-
Zellen konnen korperfremde HLA-Merkmale auch direkt erkennen.

Auswertungen der Collaborative Transplant Sudy (CTS) zeigten, dass die 5-Jahres-Uberle-
bensrate von Nierentransplantaten bei ersttransplantierten L eichennierenempfangern um so
niedriger war, je mehr mismatches auf den HLA-A, -B und -DR Loci vorlagen. Bei Empfan-
gern, die auf jeweils beiden Allelen der 3 angesprochenen HLA-Gene nicht mit dem Spender
identisch waren, die also 6 mismatches aufwiesen, registrierte man die schlechteste 5-Jahres-
Uberlebensrate der Transplantate, bei Empfangern, die fir alle 6 Allele auf den 3 Loci mit
dem Spender identisch waren, die also kein mismatch aufwiesen, die beste. Dieser Sachver-
halt wird in Abbildung 2 dargestellt.
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Abbildung 2: 5-Jahres-Uberlebensrate primérer Leichennierentransplantatein

Abhangigkeit von der Anzahl der mismatches nach (http://www.cts.de)

OUl
O'I"""_I'""_I'"'l""'"'_"l'

0 1 2 3 4 5
Years

First Cadaver Kidney Transplants = Primére L eichennierentransplantate; % Grafts Surviving = Transplantat-

Uberlebensrate in Prozent; Years = Jahre; MM = mismatch(es); Erlauterung im Text; nach (http://www.cts.de)

Diese Beobachtung fand sich in noch stérker akzentuierter Form bel Patienten, bei denen vor
der Transplantation Antikorper gegen HLA-A, -B oder -DR Antigene nachgewiesen worden
waren (s. Abbildung 3).
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Abbildung 3: 5-Jahres-Uberlebensrate primarer Leichennierentransplantatein
Abhangigkeit von der Anzahl der mismatches bei Patienten mit hoher Praimmunisie-

rung nach (http://www.cts.de)

Legende: > 50 % PRA = > 50 % panel reactive antibodies: Patienten, deren vor der Transplantation getestete
Seren Antikorper gegen mehr als 50 % der Testzellen eines ausgewahiten Testpanels enthielten; Rest: s. Abb. 2;

Erl&uterungen im Text; nach (http://www.cts.de)

Ein besonders starker Einfluss auf das kurzfristige und langfristige Transplantat-Uberleben
wurde fir die Ubereinstimmung von Spender und Empfanger auf dem HLA-DR Locus
beobachtet: Verglich man das 1-Jahres-Uberleben von Transplantaten, die nur hinsichtlich

eines Genortes inkompatibel mit den Empfanger-Merkmalen waren, so ergab sich, dass
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mismatches auf den Allelen des HLA-DRB1 Gens den starksten negativen Effekt auf das
Transplantat-Uberleben aufwiesen (30-33).

1.4.2 Bedeutung von HLA-Klasse Il AntikOrpern fir akute und chronische

Abstol3ung allogener Nierentransplantate
HLA-DR ist daswichtigste HLA-Klasse |1 Merkmal im Rahmen der Nierentranspl antation.
Die Bedeutung der Spender-Empféanger-Kompatibilitat auf dem HLA-DR Locus fur das
Uberleben von Nierentransplantaten ist statistisch gesichert. Bislang ist jedoch nicht beant-
wortet, welche Pathomechanismen dem erhdhten Risiko, eine Abstofl3ung zu erleiden und dem
verminderten Transplantattiberleben bei einer HLA-DR Inkompatibilitét zugrunde liegen.

Das Immunsystem eines Empfangers bedient sich wie oben dargestellt zweier Wege, gegen
Fremd-Antigen vorzugehen, einer zelluldren, T-Zell-vermittelten und/oder einer Antikorper-

vermittelten, humoralen Immunantwort.

Zur Bedeutung der humoralen Immunreaktion in der klinischen Nierentransplantation liegt
eine Vielzahl von Untersuchungen vor. Wahrend der stets deletére Einfluss von HLA-Klasse |
Antikorpern auf das Transplantat bekannt ist, stellt sich die Frage, welchen Effekt HLA-

Klasse Il Antikorper austiben.

Praformierte Antikorper gegen HLA-DR Merkmale oder gegen B-Lymphozyten allgemein
wurden sowohl mit einem verminderten Transplantatiberleben, einer eingeschrankten Trans-
plantatfunktion und einem erhéhten Risiko akuter Abstol3ung assoziiert (z. B. (34)) alsauch
mit einem ginstigen Effekt (,enhancing effect”) auf Transplantatiiberleben und —funktion und
einer geringeren Gefahr der Abstof3ung (z. B. (35)). Andere Untersucher fanden weder einen
schitzenden noch einen deletéren Einfluss (z. B. (36)).

Auch die Untersuchungsergebnisse beztiglich der klinischen Bedeutung nach der Transplan-
tation neu gebildeter Antikorper lief3en die drei oben erwahnten unterschiedlichen Interpreta-
tionen zu: HLA-DR Antikorper wurden sowohl mit einem verlangerten Uberleben allogener
Nierentransplantate in Zusammenhang gebracht (z. B. (35)) als auch mit akuter (z. B. (37))
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und chronischer (z.B. (38)) Abstol3ung korreliert. TING und MORRIS (39) zeigten im Gegen-
satz dazu, dass weder Funktion noch Uberleben eines Transplantats mit der Produktion von
B-Zell-Antikorpern korrelierte.

1.5 Methoden der Detektion von HLA-DR Antikorpern

Zum Nachweis von HLA-Antikérpern werden drei grundlegende Verfahren, in unterschiedli-

chen Varianten angewendet:

1.5.1 Mikro-Lymphozytotoxizitatstest

TERASAKI und McCLELLAND fihrten 1964 den so genannten Mikro-Lymphozytotoxizi-
tétstest ein (40). Lymphozyten bekannter HLA-Spezifitét werden nacheinander mit fraglich
antikdrperhaltigem Serum und Kaninchenkomplement inkubiert. Enthalt das Serum Antikor-
per, die an Oberflachenmolekiile auf den Testzellen binden und Komplement aktivieren,
kommt es zur Lyse der Membran der Testzellen, die dann selektiv anfarbbar sind. Die Aus-

wertung erfolgt, indem man die Anzahl angeférbter Zellen mikroskopisch bestimmit.

1.5.2 Durchflul3&zytometrie

GAROVOY, RHEINSCHMIDT, BIGOS et a. entwickelten 1983 erstmals ein durchflul3zy-
tometrisches Verfahren zur Bestimmung von HLA-Antikdrpern (41). Bei der Durchflul3zyto-
metrie werden einzelne Zellen in Suspension a's diinner Strahl einer Laserlichtquelle ausge-
setzt. Photodetektorsysteme registrieren die Streuung des Laserlichts, die Hinweise auf Grofie
und Dichte der im Flussigkeitsstrahl enthaltenen Zellen gibt. Weitere Lichtdetektorelemente
sind fur die Aufnahme von Fluoreszenz bestimmter Wellenléngebereiche vorgesehen. So
konnen Fluoreszenzfarbstoff-markierte Antikdrper Aufschllisse Uber das Antigenmuster oder
den Antikorperbesatz der Zellen geben. Zum Nachweis von HLA-Antikorpern werden Zellen
mit bekannten HL A-Antigenen mit dem zu untersuchenden Serum und markierten monoklo-
nalen Antikorpern, die gegen humane Antikorper gerichtet sind, inkubiert. Uber die Photode-
tektorsysteme kann man die Zellen, die den markierten Sekundar-Antikdrper gebunden haben,

auszahlen und computertechnisch erfassen.
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1.5.3 Enzyme-linked immunosorbent assay (EL1SA) und Monoclonal antibody-
specific immobilization of leukocyte antigens (MAILA) as ELISA-ba

sertes Verfahren
Als Methode zur Identifizierung der Spezifitét von Antikorpern beschrieben VAN WEEMEN
& SCHUURS 1971 zum ersten Mal das Prinzip des enzyme-linked immunosor bent assay
(ELISA) (42): Dabei werden Antikorper aus einem Serum an einer mit Antigen beschichteten
Festphase gebunden und tUber markierte Antikorper, die gegen humane Immunglobuline ge-
richtet sind, nachgewiesen. Die Auswertung erfolgt je nach Markierung des letztgenannten

Antikorpers mithilfe photo- oder radiometrischer Erfassungsgeréte.

1987 entwickelten KIEFEL, SANTOSO et al. ein auf dem ELISA-Prinzip basierendes Test-
verfahren zur Identifizierung thrombozytérer Antikdrper und Antigene, den monoclonal anti-
body-specific immobilization of platelet antigens (MAIPA) (43): Murine monoklonale
Antikoérper binden an thrombozytére Oberflachenglykoproteine, die durch Solubilisation der
Blutplattchen gewonnen werden. Diese Antigen-Antikorper-Komplexe werden an eine
Mikrotiterplatte gebunden, die mit monoklonalen Antikorpern gegen Antikorper der Maus
beschichtet ist. Humane Immunglobuline, die an die immobilisierten Glykoproteine gebunden
haben, kdnnen dann durch Zugabe eines markierten Antikorpers gegen humane Antikorper
nachgewiesen werden. Esist moglich, in diesem Testverfahren Antikorper gegen diese Gly-
koproteine oder die Glykoproteine selbst nachzuweisen. So adaptierten MUELLER-
ECKHARDT, KIEFEL et a. den Test 1989 fir die Suche nach leukozytéren Antikérpern
(44). Der monoclonal antibody-specific immobilization of leukocyte antigens (MAILA)-assay
wurde danach 1991 von LATTERMANN (45) und 1996 von SIEGLER (46) zur serologi-
schen Typisierung von HLA-DP Antigenen an humanen B-Lymphozyten eingesetzt.
NILSSON, VAN'T KLOOSTER et a. wandten die Technik 1994 zur Identifizierung boviner
MHC-Klasse |1-Genprodukte an (47). Der MAILA wurde auch zur Bestimmung von Antikor-
per-Spezifitdten verwendet: MUELLER-ECKHARDT, KIEFEL et a. 1990 (48) und
LATTERMANN 1991 bestimmten Inzidenz und Spezifitét von HLA-DP Antikorpern in
Schwangeren-Seren. 1993 bestimmte eine Arbeitsgruppe um SANCHEZ die Spezifitét ver-
schiedener monoklonaler Antikdrper mit Hilfe des MAILA (49). Im gleichen Jahr publizier-
ten TEN HOOR, COOPMANS und ALLEBES eine Untersuchung zur Spezifitdt von prafor-
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mierten B-Zell-reaktiven Alloantikorpern bei Nierentransplantatempféangern (50). 1995 fan-
den PFEIFFER, VOGELER et a. mit dem MAILA Antikorper gegen HLA-DP Antigenein
Seren von Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz, die auf eine Transplantation
warteten. (51). In einer weiteren Studie wurde der MAILA zur Untersuchung von Seren
allogener Knochentransplantatempfanger hinsichtlich der Entwicklung von HLA-Antikdrpern
verwendet (52). Der verwandte MAIPA gilt in der Bestimmung der Spezifitéat thrombozytérer
Allo-Antikorper als Goldstandard (53).
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2 Problemstellung

Die Bedeutung von HLA-DR Antikorpern fiir das Uberleben und die Funktion transplantierter
Nieren ist umstritten. Dies ist moglicherweise auf die Verwendung von Testmethoden wie
dem LCT oder der Durchfluf3zytometrie zurlickzufthren, deren Spezifitét und Sensitivitét

eingeschrankt ist.

In dieser Untersuchung wurde der MAILA as Methode zur Detektion von HLA-DR Antikor-
pern eingesetzt. Die Antigene wurden von HLA-DR homozygoten, EBV-transformierten B-
Zelllinien gewonnen. HLA-DR Molekile einzelner Zelllinien wurden gegen einzelne Seren
getestet. Dadurch wurden erstmalig Seren nierentransplantierter Patienten auf Antikorper ge-
gen einzelne molekular definierte Antigene in einem ELISA-Testverfahren untersucht.

In einem retrospektiven Studienansatz wurde die Inzidenz und Spezifitét von HLA-DR Anti-
korpern in konsekutiven Serumproben ersttransplantierter Leichennierenempfénger mit unter-
schiedlichem klinischen Verlauf (akute Abstof3ungskrise, chronische Abstof3ung und kompli-

kationsloser klinischer Verlauf) nach der Transplantation bestimmit.

Folgende Fragen sollten im einzelnen beantwortet werden:

o Kannder MAILA as hinreichend sensible und spezifische Untersuchungsmethode
zum Nachweis von HLA-DR Antikérpern eingesetzt werden?

e Unterscheiden sich Patienten mit akuter Abstof3ung, chronischer Abstof3ung und
komplikationslosem klinischen Verlauf wéhrend der ersten drei Monate nach der
Transplantation hinsichtlich der Inzidenz und/oder Pravalenz von HLA-DR
Antikorpern?

e Sofern HLA-DR Antikdrper nachweisbar sind, unterscheiden sich die Patienten
hinsichtlich der Spezifitdt der HLA-DR Antikorper?
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3 Material

3.1 Reagenzien

ACD = Adenin-Citrat-Dextrose; NBPI, Dreieich

BSA = Bovine Serum Albumine (22%); Ortho, Neckargemiind

DM SO (Dimethylsulfoxid) Hybri-max 99+%; Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Dynabeads HLA Class |1; Dynal, Oslo (Norwegen)

Ethanol 95%; Riedel — de Haén Laborchemikalien, Seelze

FCS = Foetal calf serum, 500 ml; Eurabio, Les Ulis (Frankreich)
Kaninchenkomplement, lyophilisiert; BAG, Lich

L-Glutamin 200mM, 100 ml; Flow Laboratories, Irvine (Schottland)

NaCl 0,9% und agua dest.; Pharmacia & Upjohn, Halden (Norwegen)
Natriumheparinat, Liquemin® N 25000 (1000 I.E./ml); Hoffmann-La Roche, Grenzach-
Wyhlen

OPD (ortho-phenyl-di-amine)-Tabletten, 2 mg for ELISA; DAKO, Glostrup, (Danemark)
Paraffindl; Fresenius, Bad Homburg

PBS (10x) w/o Calcium and Magnesium; Gibco BRL, Paisley (Schottland)
Penicillin-Streptomycin-L 6sung, 10000 Units/ml, PAA, Linz, (Osterreich)

RPMI 1640 with glutamine, 500 ml; Gibco BRL, Paisley (Schottland)

RPMI 1640 without glutamine, 500 ml; Gibco BRL, Paisley (Schottland)

TRIS (Hydroxymethylaminomethan); Carl Roth, Karlsruhe

Triton X 100 (t-Octylphenoxypolyethoxyethanol); Sigma Chemical, St. Louis, Missouri
(USA)

Tusche, Deckendes Federschwarz, Aerocolor; Schmincke, Erkrath

Alle folgenden Agenzien wurden von der Firma Merck, Darmstadt, bezogen:
Acridin-Orange

Calciumchlorid-Hexahydrat

EDTA (Ethylendinitrilotetraessigsaure) = Titriplex I11

Ethidiumbromid

HCI
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H,SO,4 96%

Natriumcitrat-Dihydrat

NaCO3 (105,99 g/mol)

NaHCO;3 (84,01 g/mol)

NaN3, (65,01 g/mol)

NaOH

Paraformaldehyd, reinst

Perhydrol

Tween 20 (Polyoxyethylensorbitanmonol aurat)

3.2 Monoklonale Antikor per

AffiniPure Ziege Anti-Maus 1gG, Fcy fragment specific, 1,8 mg/ml; Dianova, Hamburg
Anti-HLA-DR, Pure, 25 pg/ml; Becton Dickinson, San José, Kalifornien (USA)

Per oxidase-conjugated AffiniPure Ziege Anti-Mensch 1gG, Fcy fragment specific; Dianova,
Hamburg

3.3 Gerate

Automatisches Bedlungsgerét fur Mikrotestplatten; Greiner, Frickenhausen
Brutschrank HERA cell; Heraeus-Instruments, Hanau

Bunsenbrenner, Labogaz 206; Campingaz, Givisiez (Schweiz)
Fluoreszenzmikroskop, Diavert Fluoreszenz; Leica, Bensheim
Invertmikroskop, Leitz Diaplan; Leitz, Wetzlar

Zellzéhlgerat = Microcellcounter CC 130; Sysmex, Long Grove, Illinois (USA)
Mini-Schittler, MS 2; IKA-Works, Wilminton, North Carolina (USA)
pH-Meter, PHM 61; Radiometer, Kopenhagen (Danemark)

Pipettierhilfe, Pipetboy aku; Integra Biosciences, Fernwald
Plattenlesegerét Tecan SLT; Labinstruments, Crailsheim

Prézisionswaage Mettler AE 100; Mettler-Toled, Gielzen

Ruttelwasserbad, SW-21 C; Julabo Labortechnik, Seelbach
Sicherheitswerkbank, Klasse 2, Typ H; Heraeus-Instruments, Hanau

Thermomixer, 5437; Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg
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Ultraschallbad, Bandelin RK 510 H; Merck Eurolab, Wien (Osterreich)
Wasserbad mit Thermostat M P5; Julabo Labortechnik, Seelbach
Wasserstrahlpumpe; Laborinventar

Zentrifuge Biofuge 13; Heraeus-Instruments, Hanau

Zentrifuge RotixalA; Hettich-Zentrifugen, Tuttlingen

3.4 Laborbedarf
Dispenser-Tips; H. nerbe plus, Winsen/Luhe

Einfrierampullen Cryo Tubes, 1,8 ml; Nunc Intermed, Roskilde (Danemark)

Einmal spritze @ 20 ml, Luer; B. Braun, Melsungen

Einmal-Testrohrchen aus Glas, 75 x 12 x 0,6 mm; DADE Behring, Didingen (Schweiz)
Einmal-Testrohrchen aus Glas; Eigenanfertigung der Blutbank, Gief3en
Gewebekulturflaschen a 200 ml; Becton Dickinson, Franklin Lakes, New Jersey (USA)
Magnethalter MPC-6; Dynal, Oslo (Norwegen)

Messpipetten AS, DB 20: 0,1 ml, 10: 0,1 ml, 5: 0,05 ml; Hirschmann Laborgeréte, Hirschberg
Mikroliterpipette; PB 600-1 mit Spritze 705; Hamilton, Bonaduz (Schweiz)

Minisart® sterile Einmalfilter mit Porengréfie 0,2 um und 0,45 um; Sartorius, Gottingen
Pasteur-Pipetten; H. nerbe plus, Winsen/Luhe

Perfusionsbesteck mit Flugeln, Micro-Flo®, 18 GA, 1,2 x 20 mm, Luer-Lock; LDKS Oversan
Biomedica, Mailand (Italien)

Polyréhrchen, Rundboden, 13 ml, 95 x 16,8 mm; Sarstedt, NUmbrecht

Waégepapier; NeoLab MIGGE Laborbedarf, Leonberg

Die im folgenden genannten Materialien wurden alle von der Firma Greiner Labortechnik,
Frickenhausen, bezogen:

Abdeckplatte, 82 x 127 mm

ELI1SA-Platte, F-Form, hochaffin, 8 x 12 Vertiefungen

Gewebekulturflaschen a 50 ml

Lamellenstopfen

M ehrzweckbecher

Mikrotestplatte 60 K, stapel bar
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Pipetten mit Spitzea 1, 10, 25 m
Polypropylen Réhrchen a 50 ml, steril
Polypropylen konisches Reagenzglas mit Schraubverschluss 12 ml, steril

Alleim folgenden genannten Materialien wurden von der Firma Eppendorf-Netheler-Hinz,
Hamburg, bezogen:

Dispenser, Multipette® plus

Mikroliterpipette Eppendorf Research 0,5-10 pl

Mikroliterpipette 10-100 pl

Mikroliterpipette 100-1000 pl

Pipettenspitzen cristal, gelb und blau

Reaktionsgefal3e ohne Deckel, 1,5 ml

Zentrifugierréhrchen, 1,5 ml
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4 Methoden

4.1 Studienprotokoll

4.1.1 Auswahl der Patienten

Die Patienten wurden aus einer prospektiven Studie, die von Juli 1991 bis April 1994 an der
M edizinischen Hochschule der Universitét Lubeck stattfand (54), ausgewahlt. Aus der
Gruppe der Patienten, denen zum ersten Mal eine Niere transplantiert wurde, wahlten wir re-
trospektiv zufalig 20 Patienten mit mindestens einer akuten Abstof3ungsreaktion innerhalb
der ersten drei Monate nach Transplantation, die wir in der Gruppe A zusammenfassten.
Weitere 20 Patienten mit unauffélligem klinischem Verlauf wéhrend der ersten drei Monate
nach Transplantation bildeten die Kontrollgruppe. 13 Patienten mit chronischer Abstol3ung
fanden in die Gruppe B Eingang.

4.1.2 Definitionen

Patienten, bei denen eine akute Abstol3ungskrise aufgrund klinischer Befunde (Fieber,
Schwellung des Transplantats, Abnahme der Diurese, Zunahme der Retentionswerte, Zu-
nahme des K orpergewichts, Zeichen der Uberwasserung, wie generalisierte Odeme, Lungen-
O0dem, Pleuraerguss, Bluthochdruck) vermutet wurde, wurden einer Transplantatnierenbiopsie
unterzogen. Das Biopsiematerial wurde histopathol ogisch untersucht. Wir wahlten nur solche
Patienten fir Gruppe A aus, deren histopathol ogischer Untersuchungsbefund eine akute Ab-
stolRung bestétigte. Fur Gruppe B wurden solche Patienten ausgewahlt, deren histopathol ogi-
scher Untersuchungsbefund eine chronische Abstof3ung ergab. Fur die Kontrollgruppe wahl-
ten wir Patienten aus, die in den ersten 3 Monaten nach Transplantation keine Abstof3ung er-
litten hatten.

Als Datum einer akuten oder chronischen Abstof3ung bestimmten wir den Zeitpunkt der Biop-

sie, deren histopathol ogische Untersuchung als Grundlage fur die Auswahl in Gruppe A oder
B diente.
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4.1.3 Auswahl der Serumproben
Im Rahmen der prospektiven Studie wurden konsekutive Seren von jedem Patienten gesam-

melt und beal -80°C asserviert.

In Gruppe A (Patienten mit akuter Abstofl3ung) wurden 3 Serumproben je Patient gewahlt:
Das erste Serum wurde im Zeitraum von langstens 7 Tage vor bis langstens 7 Tage nach
Transplantation abgenommen. Es wurden 20 Seren untersucht, deren Abnahmezeitpunkt im
Median an Tag 1 post-OP (Spannweite: Tag 0 bis Tag 7 post-OP) lag.

Die zweite Probe wurde im Zeitraum von bis zu 7 Tagen vor bis maximal 14 Tage nach dem
Tag der Abstol3ung abgenommen. Es wurden 19 Seren, die im Median 2,5 Tage nach Rejek-

tion (Spannweite: Tag 7 vor bis Tag 13 nach Rejektion) abgenommen wurden, untersucht.

Das dritte Serum wurde im Zeitraum von mindestens 14 Tage und bis zu 6 Monaten nach dem
Tag der Abstol3ung gewonnen. 14 Seren, dieim Median von Tag 23 (Spannweite: Tag 14 bis
Tag 120) nach Rejektion stammten, wurden untersucht.

In Gruppe B (Chronische Abstol3ung) untersuchten wir ein Serum pro Patient. Dieses wurde
am Tag der Transplantatbiopsie gewonnen, diein der histopathol ogischen Untersuchung den
Befund einer chronischen Abstof3ung ergab. 13 Seren wurden untersucht. 1hr Abnahmezeit-
punkt lag im Median am Tag der Biopsieentnahme (Spannweite: Tag 150 bis Tag O vor der

Biopsieentnahme).

In der Kontrollgruppe wahlten wir je zwel Seren pro Patient:

Die erste Probe wurde im Zeitraum von langstens 7 Tage vor bis langstens 7 Tage nach
Transplantation abgenommen. 20 Seren, dieim Median am Tag der Transplantation (Spann-
weite: Tag 4 pr& bis Tag 4 post-OP) gewonnen wurden, wurden untersucht.

Die zweite Probe musste im Zeitraum von mindestens 4 Wochen bis zu 6 Monate nach
Transplantation abgenommen worden sein. Untersucht wurden 19 Seren, dieim Median an

Tag 39 (Spannwelite: Tag 18 bis 104) post-OP abgenommen worden waren.
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4.2 Auswahl der lymphoblastoiden B-Zé€lllinien

Fur die Isolierung der HLA-DR Antigene verwandten wir in unseren Testverfahren Epstein-
Barr-Virus (EBV) transformierte B-Zelllinien aus dem Panel des zehnten Internationalen

Histokompatibilitéts Workshop. Wir wéahlten HLA-DR homozygote B-Zédlllinien. Alle haufi-
gen serologischen HLA-DR Spezifitdten sollten mit den ausgewahlten Zellen abgedeckt wer-

den. In Tabelle 3 sind die HLA-DR Allele und die korrespondierenden serol ogischen Spezi-

fitéten der ausgewahlten B-Zelllinien angegeben. (55).

Tabelle 3. Serologische Spezifitdten und Allele der verwendeten B-Zelllinien aus dem 10.

Internationalen Histokompatibilitats Workshop

WS#  Nameder Serol ogische Spezifitét Allel (DRB1¥)
Zelllinie  Hauptantigen Splitantigen

9005 HOM?2 DR1 0101
9014 MGAR DR2 DR15 1501
9009 KASO011 DR2 DR16 1601
9018  LOO081785 DR3 DR17 0301
9021 RSH DR3 DR18 0302
9034 SAVC DR4 0401
9035 JBUSH DR5 DR11

9038 BM16 DR5 DR12 1201
9058 oMW DR6 DR13 1301
9054 EK DR6 DR14 1401
9050 MOU DR7 07
9069 MADURA DR8 0801
9075 DKB DR9 0901

aWS# = Im 10. International en Histokompatibilitéts Workshop vergebene Nummer der B-Zelllinie

4.3 Zdlkultur

Prinzip:

Diein flissigem Stickstoff eingefrorenen lymphoblastoiden B-Zelllinien werden nach dem

Auftauen Uber mehrere Wochen kultiviert. Zu einem geeigneten Zeitpunkt werden Zellen aus
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der Kultur abgeschopft und fir die Verwendung im MAILA mit Paraformaldehyd fixiert. Um

sténdig B-Zelllinien verflgbar zu haben, werden Aliquots der Kulturen wieder eingefroren.

Medien:

Auftaumedium: 89,6 ml RPMI 1640 ohne Glutamin, 0,9 ml L-Glutamin, 0,9 ml Penicil-
lin/Streptomycin-L 6sung und 0,3 ml Liquemin® wurden durch Filter der Porengrof3e 0,2 um
steril filtriert. Dazu wurden 89,6 ml FCS durch Filter der Porengréf3e 0,45 um steril filtriert.
Die Losung wurde bel -20°C tiefgefroren aufbewahrt.

Kulturmedium: Zu 500 ml RPMI 1640 ohne Glutamin wurden je 5 ml L-Glutamin und Peni-
cillin/Streptomycin-L 6sung sowie 1,5 ml Liquemin® durch Filter mit der Porengrdf3e 0,2 um
und 128 ml FCS durch Filter mit der Porengréf3e 0,45 um steril filtriert. Die Losung wurde
danach bei -20°C tiefgefroren aufbewahrt.

PBS. 100 ml PBS (10x) wurden mit 900 ml aqua dest verdinnt und mit 3N NaOH auf pH
7,25 eingestellt. Die Losung wurde bei +4°C verwahrt.

3N NaOH: 120 g NaOH-Platzchen wurden in 1000 ml agua dest gel 6st.

Paraformal dehyd-L 6sung 8%: 4 g Paraformaldehyd wurden auf der Prézisionswaage ausge-
wogen und in einen Erlenmeyerkolben mit 50 ml PBS gel0st. Die L6sung wurde, nachdem
man den Kolben mit Aluminiumfolie verschlossen hatte, 30 Minuten im Wasserbad bei
+70°C erhitzt. Anschliefzend wurden etwa 100 ul 3N NaOH zugegeben. Der weillliche
Niederschlag im Kolben musste sich aufldsen. Mit etwa 80 ul 3M HCI wurde die L 6sung
danach auf pH 7,25 eingestellt und in eine dunkle Flasche umgefillt. Eine derart hergestellte
Losung war bel +4°C 14 Tage haltbar. Bei der Fixierung wird eine 1:4-Verdinnung der her-
gestellten Paraformal dehyd-L dsung el ngesetzt.

3 M HCI: 262,8 ml HCI 37% wurden zu 737,3 ml aqua dest gegeben.
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L ager-Puffer: Es wurde eine Ldsung, aus 89 Teilen PBS, 10 Teilen BSA und einem Teil
NaN3-L 6sung 10% hergestellt. Die Lésung war bei +4°C 6 Monate haltbar.

NaN3 10%: 10 g NaN3 wurden in 100 ml aqua dest gel0st.

4.3.1 Auftauen
Durchfihrung:

Diein Einfrierampullen vorliegenden gefrorenen Zellen wurden dem flussigen Stickstoff ent-
nommen und im +37°C warmen Wasserbad kurz angewarmt. Sobald die Zelllésung bis auf
ein etwa erbsgrof3es Stiick aufgetaut war, wurde die Ampulle mit 0,5 ml Auftaumedium auf-
gefullt. Nach kurzer Durchmischung wurde die Zelllgsung in ein mit 1,5 ml Auftaumedium
beflilltes PP-Reagenzglas, 12 ml, pipettiert und 5 Minuten bei 700 x g zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgegossen und das Pellet, nachdem man esin 2 ml Kulturmedium re-
suspendiert hatte, in eine Kulturflasche Gberfihrt und in einen Brutschrank (+37°C, 5% CO.-
Spannung) gestellt.

4.3.2 Kultivieren

Durchfihrung:

Durch ungeféhre Bestimmung der Zellkonzentration auf dem Invertmikroskop und Beurtei-
lung der Farbe des Kulturmediums wurde der Wachstumsfortschritt der Zellkulturen taglich
kontrolliert. Bel gutem Wachstum (entsprechend hohe Zellkonzentration, gelbe Farbung des
Kulturmediums), wurde das selbe Volumen an frischem Kulturmedium wie in der Kulturfla-
sche befindlich hinzupipettiert. Uberschritt das Filllvolumen der 50-ml Zellkulturflaschen
20 ml oder das der 200-ml Zellkulturflaschen 75 ml, wurde das Uberschiissige Volumen in

eine neue Flasche Uberpipettiert.

4.3.3 Einfrieren

Durchfthrung:

Aus der Zellkultur entnommenes Volumen wurde in PP-Reagenzgléser, 12 ml, pipettiert und
5 Minuten bei 700 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet in Kulturme-
dium resuspendiert. Danach wurden 900 ul Zelllésung in eine Einfrierampulle pipettiert und
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100 ul DM SO, 99% hinzugefigt. Die Einfrierampullen wurden sofort im Anschlussin einem
verschlief3baren Styroporgefal bel -60°C eingefroren und einen Tag spéter in fllssigen Stick-
stoff verbracht.

4.3.4 Fixieren
Durchfthrung:

Der Kultur entnommenes V olumen wurde in PP-Reagenzgléser, 50 ml, pipettiert und

5 Minuten bei 700 x g zentrifugiert. Nachdem man den Uberstand dekantiert hatte, wurde das
Pellet in 10 ml RPM1 1640 mit Glutamin resuspendiert. Ein Aliquot dieser Losung wurde am
Zellzéhlgerét ausgezahit. Die verbleibende Zelllsung wurde 5 Minuten bei 700 x g abzentri-
fugiert und nach Abkippen des Uberstands mit PBS auf 2 x 10° Zellen/ml eingestellt. Je 1 ml
Zelllbsung wurde auf eine entsprechende Anzahl Eppendorf-Zentrifugierréhrchen verteilt und
1 Minute bei 8000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit der Wasserstrahl pumpe abge-
saugt. Dieser Waschschritt wurde einmal wiederholt. Im Anschluss daran wurde das Pellet in
je 400 pul PBS und Paraformaldehyd-L 6sung 2% resuspendiert und 5 Minuten bel +4°C inku-
biert. Danach wurden 500 ul PBS pro Zentrifugierréhrchen dazugegeben, und 3 Wasch-
schritte angeschlossen. Zuletzt wurde jedes Zentrifugierréhrchen mit 200 pl Lager-Puffer
befillt. Die Fixate wurden bel +4°C bis zu 100 Wochen aufbewahrt.

4.4 MAILA

4.4.1 Testprinzip

Eine festgelegte Anzahl Lymphozyten wird nacheinander mit antikorperhaltigem Patientense-
rum und dem monoklonalen murinen Antikorper L.243, der gegen die a-Kette desHLA-DR
Molekils gerichtet ist, inkubiert. Erkennen beide Antikorper Epitope auf dem selben Molekdl,
so entstehen an der Membran Komplexe bestehend aus Anti-HLA-DR monoklonalem Anti-
korper, dem HLA-DR Molekil und dem humanen Antikorper. Enthat das Humanserum
keine Antikorper, die gegen Epitope auf diesem, vom Anti-HLA-DR monoklonalen Antikor-
per gebundenen Molekl gerichtet sind, so entstehen Komplexe, die sich nur aus dem HLA-
DR Molekil und Anti-HLA-DR monoklonalen Antikorper zusammensetzen. Durch sorgfélti-
ges Waschen werden die ungebundenen Serumreste aus der fltissigen Phase entfernt. Nach

Solubilisation der Lymphozyten werden die noch verbliebenen Membranreste durch Zentrifu-
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gation entfernt. Ein Teil des Uberstandes wird verdiinnt und in eine Mikrotiterplatte Gberfihrt,
die mit einem weiteren monoklonalen Antikorper gegen das Fc-Ende muriner IgG-Antikorper
(Ziege Anti-Maus 1gG (Fc)) beschichtet ist. An dieser Festphase werden deshalb alle Kom-
plexe, die aus Anti-HLA-DR monoklonalem Antikorper und dem HLA-DR Molekul beste-
hen, festgehalten, unabhangig ob auch ein humaner Antikérper gebunden ist. Durch Hinzupi-
pettieren einer geeigneten Verdinnung eines enzymmarkierten monoklonalen Ziege Anti-
Mensch Fcy-Antikorpers kann man selektiv alle immobilisierten Komplexe, die aus Anti-
HLA-DR monoklonalem Antikorper, dem HLA-DR Molekil und dem humanen Antikérper
bestehen, quantifizieren. Das Testprinzip ist in Abbildung 4 dargestellt.

Abbildung 4: Testprinzip desMAILA nach (44)

Positive Reaktion Negative Reaktion

Enzymmarkierter Ziege Anti-
Mensch Fcy 1gG
1 humaner Alloantikdrper % 2
HLA-DR Molekil

Anti-HLA-DR monoklonaler
Antikorper

Ziege Anti-Maus Fcy 1gG

! HLA-DR spezifischer humaner Allo-Antikérper; 2 HLA-DR unspezifischer humaner Allo-Antikorper

4.4.2 Puffer und Losungen

Coating-Puffer: 1,59 g NaxCOg3, 2,93 g NaHCO3, 0,2 g NaN3 wurden in einem Glasgefald mit
1000 ml agua dest durch Schwenken gel6st. Der Puffer musste einen pH von 9,6 aufweisen
und war bei + 4°C 14 Tage haltbar.

PBS/2% BSA: Man mischte 100 ul BSA mit 4900 ul PBS. Die L6sung wurde zum sofortigen
Gebrauch angesetzt.
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TRIS-Waschpuffer: 1,21 g TRIS wurden in 1000 ml NaCl 0,9% gel6st. Nachdem der pH-
Wert dieser Losung mit 3 M HCI auf 7,4 eingestellt worden war, wurden 5 ml Triton X 100,
und je 0,5 ml Tween 20 und 1 M CaCl,-L 6sung hinzugeflgt. Die Lésung wurde bel +4°C
aufbewahrt.

1M CaCl,-L6sung: 21,9 g CaCl, wurden in 100 ml agua dest gel6st. Die L ésung wurde bei
+4°C aufbewahrt und war 6 Monate haltbar.

TRIS-Solubilisationspuffer: 1,21 g TRIS wurden in 1000 ml NaCl 0,9% gel6st. Nachdem der
pH-Wert dieser Lésung mit 3M HCI auf 7,4 eingestellt worden war, flgte man 5 ml Triton X
100 hinzu. Der Puffer wurde bei +4°C aufbewahrt.

Lésung des Anti-HLA-DR monoklonalen Antikorpers L.243: Man stellte eine 6,25 x 10 g/l
konzentrierte Ldsung des Anti-HLA-DR monoklonalen Antikdrpersin PBS/2% BSA her. Die
L 6sung wurde in Einmal-Testréhrchen aus Glas (75 x 12 x 0,6 mm) angesetzt und war fr den

sofortigen Gebrauch vorgesehen.

L 6sung des monoklonalen Ziege Anti-Mensch Fcy Antikérpers: Unmittelbar vor Gebrauch
wurde im Dunkeln eine 1:2000-V erdiinnung des monoklonalen Ziege Anti-Mensch Fcy Anti-
korpers in Einmal-Testrohrchen aus Glas (75 x 12 x 0,6 mm) angesetzt.

Substratl6sung: In einem Polyréhrchen wurden 2 Tabletten OPD in 6 ml agua dest gel 0st und
2,5 ul H20; hinzugefugt. Die LAsung wurde nur zum sofortigen Gebrauch und im Dunkeln
angesetzt.

2,5N H,S0,: 27, 8 ml H,SO,4 96% wurden zu 372,2 ml agua dest. gegeben. Die Verdinnung

war in einer Glasflasche mit Schraubverschluss bei Raumtemperatur 3 Monate haltbar.
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4.4.3 Durchfihrung

Am Vortag wurde die ELISA-Mikrotiterplatte vorbereitet: Dazu wurden die bendtigten Ver-
tiefungen der Platte mit je 100 pl einer 1:500 verdinnten L 6sung des monoklonalen Ziege
Anti-Maus Fcy Antikorpers in Coating-Puffer beschickt. Die Platte wurde sodann bel +4°C

Uber Nacht inkubiert.

Am folgenden Tag wurden die fixierten Zellen zundchst eine Minute bel 8000 x g zentrifu-
giert, der Uberstand mit der Wasserstrahl pumpe abgesaugt und das Pellet in 120 pl PBS/2%
BSA resuspendiert. Eswurden je 30 ul dieser ZelllGsung in vorbereitete Eppendorf-
Zentrifugierrdhrchen tiberfiihrt, so dass fiir den folgenden Inkubationsschritt 0,5 x 10° Zellen
pro Reaktionsansatz vorgegeben wurden. Zur Zelllésung wurden jeweils 10 pl des zu untersu-
chenden Serums pipettiert. Die Ansétze wurden sodann 30 Minuten lang bei +37°C im Brut-

schrank inkubiert.

Nach dieser Inkubationszeit erfolgte ein Waschschritt: 1n jedes Zentrifugierrohrchen wurden
100 pl NaCl 0,9% gegeben. Das Gemisch wurde bei 8000 x g 1 Minute lang zentrifugiert, der
Uberstand abgenommen und das Pellet wiederum in 30 pl PBS/2% BSA resuspendiert. Nun
wurden je 20 ul der Lésung des Anti-HLA-DR monoklonalen Antikérpers hinzugegeben. Es

folgte eine weitere halbsttindige Inkubationszeit bei +37°C im Brutschrank.

Hierauf folgten drei weitere Waschschritte. Nach dem dritten Waschschritt wurde das Pellet
in 100 pul TRIS-Solubilisationspuffer resuspendiert. Anschlief3end wurden die Zentrifugier-
rohrchen fir 5 Minuten in das Solubilisationsbad gestellt. Hierauf schloss sich eine Zentrifu-
gation bei 13000 x g fur 30 Minuten bel +4°C an. Wahrend dieses Zentrifugationsschrittes
wurde die am Vorabend vorbereitete Platte viermal gewaschen. Ein Waschschritt lief dabei
folgendermal3en ab: Diein den Vertiefungen verbliebene Ldsung wurde verworfen, die Platte
auf Zellstofftlichern trocken geschlagen und anschlief3end mit 200 pl TRIS-Waschpuffer pro
Vertiefung befillt. Nach dem letzten Waschschritt wurde die Platte mit 200 pl TRIS-Wasch-
puffer pro Vertiefung befllt und mindestens 25 Minuten bei +4°C inkubiert, um unspezifi-

sche Bindungen zu vermeiden.
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50 pl des Uberstandes des zentrifugierten Solubilisats wurde in mit 200 pl TRIS-Waschpuffer
befllIte Eppendorf-Reaktionsgefalde ohne Deckel pipettiert. Von dieser Verdiinnung wurden
daraufhin zweimal je 100 pl entnommen und in zwei Vertiefungen der vorab trocken geschla-
genen Platte eingebracht. Die Platte wurde daraufhin 90 Minuten bei +4°C inkubiert.

Nach der Inkubation wurde die Platte viermal gewaschen. Schliefdlich wurde jede Vertiefung
der trockenen Platte mit je 100 pl einer 1:2000 verdinnten Losung des monoklonalen Ziege
Anti-Mensch Fcy Antikorpers in TRIS-Waschpuffer beschickt. Es schloss sich eine weitere

Inkubationszeit von 120 Minuten bel +4°C an.

Daraufhin wurde die Platte finfmal gewaschen. Die trockene Platte wurde sodann mit je
100 pl der Substratlésung pro Vertiefung befillt und 20 Minuten bei Raumtemperatur im
Dunkeln inkubiert.

Die Enzym-Substrat-Reaktion wurde durch Zugabe von je 50 ul 2,5 N H,SO4 pro Vertiefung
gestoppt und die Extinktion des in jeder einzelnen Plattenvertiefung enthaltenen Ansatzesim

Photometer gemessen.

Auswertung:

Zur Ermittlung des V ersuchsergebni sses wurde zunéchst das arithmetische Mittel der vier
Leerwerte, die pro Platte mitgefuhrt wurden, errechnet. Dieser Wert wurde vom arithmeti-
schen Mittel der Extinktionswerte entsprechender Doppelansétze abgezogen. Diese Differenz,
die wiederum die Dimension eines Extinktionswertes hatte, wurde als Versuchsergebnis ver-

wendet.

4.4.4 Methodische Voruntersuchungen

4.4.4.1 Optimierung der Testbedingungen des MAILA

4.4.4.1.1 Bestimmung der optimalen Konzentration des Anti-HLA-DR monoklonaen Anti-
korpersL.243

Um die optimale Konzentration des Anti-HLA-DR monoklonalen Antikorpers zu ermitteln,

wurde die Extinktion des Ansatzes der Zelllinie MGAR (B8, DR2) mit den Seren
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MUE 1325 11 (Anti-B8), MUE 20407 (Anti-DR2), MUE 23169 (Anti-B8, 14, w39, -DR2, 3)
und AB-Serum bei unterschiedlichen Verdiinnungsstufen des Anti-HLA-DR monoklonalen
Antikdrpers und ansonsten konstant gehaltenen Bedingungen gemessen. Die Messwerte sind
in Tabelle 4 zusammengefasst.

Tabelle 4: Ermittlung der optimalen Konzentration desHL A-DR monoklonalen
AntikorpersL.243

Verdinnung des OD der Ansdtze von MGAR (B8, DR2) mit
Anti-HLA-DRmo- MUE 132511 MUE 20407 MUE 23169 AB-Serum
noklonalen Antikor- (Anti-B8) (Anti-DR2) (Anti-B8, 14,

pers w39, -DR2, 3)

1.5 0,151 2,000 0,461 0,032
1:10 0,138 1,794 1,673 0,055
1:20 0,060 1,841 1,117 0,036
1:40 0,094 1,906 1,574 0,054
1:80 0,113 0,421 0,562 0,022

1:160 0,048 0,153 0,201 0,048

Ab einer Konzentration des Anti-HLA-DR monoklonaen Antikorpers von 1:40 nimmt die
Extinktion keiner der beiden Positivkontroll-Ansadtze mehr zu. Die Negativkontroll-Ansétze
ergaben zuverlassig negative Extinktionen. Bei den Messungen des Patientenmaterials wird
der Anti-HLA-DR monoklonae Antikdrper in einer Konzentration von 1:40 eingesetzt, dadie

Extinktionen positiver Reaktionen ausreichend deutlich ausfallen.

4.4.4.1.2 Bestimmung der bendtigten Menge an humanem Serum

Zur Ermittlung des benétigten Volumens Serum pro Ansatz wurden die Zelllinien MGAR
(DR2) und SAV C (DR4) mit unterschiedlichen Konzentrationen von Positivkontroll-Seren
ausgetestet. Alle anderen Testbedingungen wurden konstant gehalten und entsprachen denje-
nigen, die spéter bel Testung der Patientenseren eingehalten wurden. Die Testergebnisse sind
in Tabelle 5 wiedergegeben.

37



Methoden

Tabelle 5: Bestimmung desim MAILA bendtigten Volumens an Patientenserum

Eingesetztes Volumen des MGAR (DR2) mit SAVC (DR4) mit P50 (Anti-
jewelligen Positivkontroll- MUE 20407 (Anti-DR2) DR4, 5)
Serums
5l 0,906 0,811
10 2,000 1,070
20 ul 0,437 1,524
40 ul 2,000 1,092

Alle Positivkontroll-Seren reagieren positiv. Setzt man 5 pl ein, liegen die Extinktionen etwa
viermal, fur 10 pl funf- (SAVC) bis zehnmal (MGAR) so hoch wie der ermittelte Cut-off-
Wert (s. 4.4.4.3). Um eine moglichst deutliche Diskriminierung positiver Seren treffen zu
konnen, gleichzeitig aber sparsam mit dem nur in begrenztem Volumen vorliegenden
Untersuchungsmaterial umzugehen, entschieden wir uns, 10 pl Patientenserum in den Tests

el nzusetzen.

4.4.4.1.3 Bestimmung der optimalen Verdiinnung des monoklonalen Ziege Anti-Mensch Fcy
Antikorpers

Es wurden Verdiinnungsreihen des monoklonalen Ziege Anti-Mensch FcyAntikorpers ange-

legt und bei konstanten Gbrigen Bedingungen ausgetestet, um herauszufinden, bei welcher

Konzentration dieses Antikdrpers eine optimal e Differenzierung positiver und negativer Be-

funde zu erwarten ist.
Dazu wurde die Zelllinie MGAR (DR2) mit Serum MUE 2959 (Anti-DRS3, 4, 7), Serum MUE

18914 (Anti-B7, -DR 2, 6) und AB-Serum getestet. Die Ergebnisse dieses Experimentes sind
in Tabelle 6 angegeben.
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Tabelle 6: Bestimmung der optimalen Verdinnung des monoklonalen Ziege Anti-
Mensch Fcy Antikorpers

Verdiinnung des monoklo- oD
nalen Ziege Anti-Mensch AB-Serum MUE 2959 MUE 18914
Fcy Antikorpers

1:100 1,072 1,343 2,000

1:500 0,237 0,724 1,554
1:1000 0,092 0,386 2,000
1:2000 0,136 0,088 1,290
1:5000 0,050 0,080 0,314
1:10000 0,123 0,039 0,358
1:20000 0,131 0,117 0,094

Die Negativ-Kontrolle und Serum MUE 2959 wurden ab einer Verdiinnung des monoklona-
len Ziege Anti-Mensch Fcy Antikorpers < 1:1000 zuverlassig als negativ getestet. Serum
MUE 18914 wurde als Positiv-Kontrolle bis zu einer Verdiinnung des monoklonaen Ziege
Anti-Mensch Fcy Antikorpers von 1:10000 al's positiv getestet. Da der quantitative Unter-
schied in der Extinktionshohe zwischen Negativ- und Positiv-Kontrollen bel einer Verdin-
nung von 1:2000 am deutlichsten war, wurde der monoklonale Ziege Anti-Mensch Fcy Anti-

korper in den folgenden Tests in dieser Verdinnung eingesetzt.

4.4.4.2 Bestimmung der Negativ-Kontrollen
Als Negativ-Kontrollen wurden Seren mannlicher Blutspender mit der Blutgruppe AB einge-
Setzt.

4.4.4.3 Bestimmung des Negativ-Positiv-Cut-off

Als Negativ-Positiv-Cut-off legten wir die 97,5%-Perzentile der Extinktion von 152 Negativ-
Kontrollen fest. Diese betrug 0,208. Somit wurde jeder Extinktionswert grof3er oder gleich
0,208 als positiv bewertet. Bei der Untersuchung der Patientenseren galt ein Ansatz als posi-
tiv, wenn er in zwei unabhangig voneinander durchgefiihrten Tests eine Extinktion von 0,208

oder mehr erreichte.
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4.4.4.4 Bestimmung der Positiv-Kontrollen

Mehrere im Institut fir klinische Immunologie und Transfusionsmedizin der Justus-Liebig-
Universitét vorliegende humane Allo-Antiseren wurden hinsichtlich ihrer Eignung al's Positiv-
Kontroll-Seren fur die Verwendung im MAILA getestet. Als geeignet wurden solche Seren
angesehen, die in mindestens vier unabhangig voneinander durchgefihrten Tests positive Ex-
tinktionswerte ergaben.

4.5 Vergleich der Sensitivitat zwischen dem Mikro-Lymphozyten-

zytotoxizitatstest (LCT) und dem MAILA

Als Goldstandard bei der Detektion von HLA-Antikorpern gilt der LCT nach TERASAKI
und McCLELLAND (40). Um die Sensitivitét des von uns angewandten Testverfahrens
bestimmen zu kénnen, verglichen wir diese mit der des LCT. Hierzu testeten wir unterschied-
lich stark verdiinnte, humane Allo-Antiseren bekannter Spezifitat mit frisch isolierten B-
Lymphozyten von drei freiwilligen Spendern sowohl im LCT alsauch im MAILA. Die B-
Lymphozyten wurden, bevor sieim MAILA eingesetzt wurden, wie unter 4.3.4 beschrieben
fixiert. Die Antiseren wurden vor ihrem Einsatz dreimal mit Thrombozyten absorbiert, um
HLA-Klasse [-Antikorper als potentielle Quelle falsch positiver Befunde zu eliminieren. Der
MAILA wurde nach dem unter 4.4.3 angegebenen Protokoll durchgefihrt, der LCT nach der
im folgenden ausgeftihrten Vorgehensweise.

4.5.1 Isolierung von B-Lymphozyten aus periphervends entnommenem Blut
Prinzip:

Nach Isolierung der Lymphozyten aus mit ACD versetztem Vollblut werden die B-Lympho-
zyten an paramagnetische beads (Dynabeads®) gebunden, die mit monoklonalen Antikdrpern
gegen B-Zell-Determinanten beschichtet sind. Mit Hilfe eines Magneten werden die an die
beads gebundenen B-Zellen aus der Gesamtheit der Lymphozyten abgetrennt.
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L 6sungen:
PBS + Natriumcitrat: 6 g Natriumcitrat wurden in 1000 ml PBS gel6st. Es wurde ein pH von
7,25 eingestellt.

PBS + 5% FCS: 50 pl FCS wurden in 950 ul PBS verdunnt.

Durchfihrung:

10 ml Blut der freiwilligen Spender wurden in mit je 1,5 ml ACD befiillte Rundboden-Zentri-
fugierrohrchen aufgenommen und 5 Minuten bel 700 x g zentrifugiert. Danach wurde das
Plasma abpi pettiert und verworfen, der die Lymphozyten enthaltende Buffy-coat in Einmal -
Testrohrchen aus Glas Uberfuhrt und mit 8 ml PBS + Natriumcitrat aufgefullt.

Nachdem man die Dynabeads® durch Schwenken vorsichtig gemischt hat, wurden 100 ul der
Dynabeads®-L 6sung zu den Lymphozyten pipettiert. Der Ansatz wurde gemischt und

5 Minuten im Eiswasserbad inkubiert. Anschlief3end wurde er fir 2 Minuten bei Raum-
temperatur im Magnethalter inkubiert. Der Inhalt des Rohrchens wurde abgegossen, wobel
das Rohrchen im Magnethalter verblieb. Darauf wurde es aus dem Magnethalter genommen
und die am Rohrchenrand haftenden, an die Dynabeads® gekoppelten B-Lymphozyten mit
ca. 5 ml PBS + Natriumcitrat an der Innenwand heruntergespult und vorsichtig gemischt. Der
Ansatz wurde auf diese Weise viermal gewaschen.

Nach dem letzten Waschschritt wurden die am Rohrchenrand haftenden Zellen mit ca. 2 ml
PBS heruntergespult und mithilfe des Magneten am Boden des Rohrchens zu einem Pellet
konzentriert. Der restliche Uberstand wurde mit einer Pasteurpipette entfernt und die Zellen in
0,2 ml PBS + 5% FCS resuspendiert.

4.5.2 Thrombozytenabsorption
L 6sungen:
Die Thrombozyten wurden aus abgel aufenen Thrombozyten-K onzentraten gewonnen und, in

einer Nahrl6sung suspendiert, bei +4°C aufbewahrt.
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Durchfihrung:

20 pl Serum wurden mit 120 pl der auf eine Zellzahl von 10%ml in NaCl 0,9% eingestellten
Thrombozyten-L 6sung auf dem Mini-Schittler gemischt und anschlief3end 30 Minuten bei
+37°C im Rittelwasserbad bel mittlerer Rotation inkubiert. Danach wurden die Anséize

3 Minuten bei 12000 x g zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und auf diese Weise noch
zwei weitere Male absorbiert.

Um noch verbliebene zelluldre Bestandteile zu entfernen, wurde der Uberstand nach dem
dritten Absorptionsschritt erneut 3 Minuten bei 12000 x g zentrifugiert. Der letzte Uberstand
konnte im LCT oder MAILA eingesetzt oder bei -80°C eingefroren werden.

4.5.3 Lymphozytenzytotoxizitatstest (lymphocyte cytotoxicity test, LCT)
Prinzip:

Zellen, Serum und Komplement werden in Vertiefungen einer gedlten TERASAKI-Platte
inkubiert. Befinden sich im Serum Immunglobuline der Klassen G oder M, die spezifisch an
Oberflachenantigene auf den Zellen binden, kommt es durch nachfolgende Aktivierung des
Komplements zur Lyse dieser Zellen, welche dadurch selektiv anfarbbar werden. Anhand des
Antells angefarbter Zellen pro Vertiefung kann abgeschétzt werden, ob eine Zell-Antikorper-
Reaktion stattgefunden hat. Auf diese Weise kann man bei bekannter Spezifitat der Antikor-
per Antigene auf Zellen nachweisen beziehungsweise bel bekannten zellularen Antigenen die

Spezifitat von Antikérpern erkennen.

L 6sungen:

EB/AO (Ethidiumbromid/Acridin-Orange-L 6sung): 50 mg Ethidiumbromid und 15 mg Acri-
din-Orange wurden in 1 ml Ethanol 95% und 49 ml PBS geldst und 10 Minuten bei 700 x g
abzentrifugiert. Vor Licht geschiitzt bei -20°C eingefroren blieb diese Losung 6 Monate halt-

bar.

EDTA 5%: 50 g EDTA wurden in 1000 ml NaCl 0,9% geldst. Die L ésung wurde auf pH 7,25
eingestellt.
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Tusche Losung 10%: 1 ml Tusche (Fa. Schmincke, Erkrath) wurde in 9 ml PBS verdinnt und
10 Minuten bei 700 x g abzentrifugiert.

Alle Lésungen mussten auf +4°C temperiert ein.

Durchfthrung:

Die Mikrotiterplatten wurden mit Hilfe des automatischen Bedlungsgeréts mit jeweils 10 pl
Paraffindl pro Vertiefung beschickt. Je 1 ul Serum und B-Zellsuspension wurden mit der Ha-
milton-Pipette in jede Vertiefung der gedlten Mikrotiterplatte pipettiert und 20 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert.

Pro Vertiefung wurden 3 pl des nach den Herstellerangaben gel 6sten Kaninchenkomplements
und unmittelbar anschlief3end 3 ul EB/AO hinzugefigt und bel Raumtemperatur im Dunkeln
35 Minuten inkubiert. Danach wurden 6 pl der 1:60 in EDTA 5% verdinnten Tusche-L 6sung
pro Vertiefung zugefugt.

Die Platten wurden mit Hilfe eines inversen Fluoreszenzmikroskops bei 100facher Vergrofe-
rung abgelesen. Es wurde der Anteil der lysierten, rot geférbten Zellen an der Gesamtzahl der
in der Vertiefung befindlichen Zellen bestimmt. Uberstieg das Verhétnis letal geschadigter
Zellen zur Gesamtzahl der Zellen pro Vertiefung 21%, wurde der Ansatz als positiv gewertet.

4.6 Untersuchung der Spezifitat desMAILA

Prinzip:

Um zu bestimmen, ob im MAILA nachgewiesene Antikorper spezifisch gegen HLA-DR
Allo-Antigene gerichtet waren, absorbierten wir 2 Seren, dieim MAILA positiv reagiert hat-
ten, mit B-Zelllinien und testeten die Seren danach erneut. Beide Seren enthielten Antikorper
gegen jeweils 2 HLA-DR Spezifitéten. Sollte bel der auf die Absorption folgenden Aus-
testung der Seren im MAILA die Reaktivitét eines Serums gegen eine B-Zelllinie nach Ab-
sorption mit Zellen der selben Zelllinie nicht mehr nachweisbar sein, so war davon auszuge-
hen, dass dieim MAILA nachgewiesenen Antikorper spezifisch fur die HLA-DR Merkmale
waren. Die selbe Schlussfolgerung ergab sich, wenn die Reaktivitét eines Serums gegen eine

B-Zélllinie nach Absorption mit Zellen einer anderen Zelllinie nicht aufgehoben wurde.
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L 6sungen:
PBS/1% BSA: 1 ml BSA wurdein 99 ml PBS verdinnt.

Durchfihrung:

Die fixierten Zelllinien wurden 1 Minute bei 8000 x g zentrifugiert, der Uberstand wurde ab-
gesaugt und das Pellet in 40 pl PBS/1% BSA resuspendiert. 10 ul dieser Zelllésung (ent-
sprach 0,5 x 10° Zellen) wurden mit 10 pl Serum in Eppendorf-Zentrifugierrohrchen

30 Minuten bel +37°C im Thermomixer inkubiert und danach 1 Minute bei 8000 x g zentrifu-
giert. Der Uberstand wurde in ein neues mit 10 pl Zelllésung befiilltes Zentrifugierréhrchen
Uberfuhrt und 30 Minuten bel +37°C im Thermomixer inkubiert. Hiernach schloss sich erneut
eine Zentrifugation fur 1 Minute bei 8000 x g an. 20 pl Uberstand wurden in den letzten Ab-
sorptionsschritt eingebracht, welcher wie die beiden vorhergehenden ablief.

Der MAILA wurde wie unter 4.4.3 beschrieben durchgefihrt, mit der Ausnahme, dass an-
stelle der 10 pl Serum 20 pl aus dem letzten Absorptionsschritt hervorgegangener Uberstand
in den MAILA eingebracht wurden. Nicht absorbierte Positiv- und Negativkontroll-Seren

wurden wie das auszutestende Serum verdiinnt.

4.7 Statistische Methoden

Alle statistischen Auswertungen in dieser Arbeit wurden mit dem y2-Test durchgefihrt. Das
Signifikanzniveau lag bel p < 0,05.
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5 Ergebnisse

5.1 Patientencharakteristika

Die Zusammensetzung der Gruppen hinsichtlich fur die Beurteilung der Testergebnisse wich-

tiger Daten ist in den Tabellen 7 bis 9 dargestellt.

Tabedlle 7: Patientenchar akteristika

Merkmal Gruppe A Gruppe B Kontrollgruppe
(n = 20) (n=13)*° (n=20)"
Alter (Jahre)
g"p?;}'r?\:‘ve' N 55 43 455
33-72 23-58 25-59
Panel-Reaktivitét (n)°
0-5% 16 11 19
> 5% 4 2 1
Tag der Rejektion (d)
Median 14,5 1075 -
Spannweite 5-39 300-2940 -d

& Patient #16 wurde sowohl in Gruppe A ds auch B eingeschlossen

® Patient #24 wurde sowohl in der Kontrollgruppe als auch Gruppe B eingeschlossen.

“Maximale Panel-Reaktivitét wahrend des letzten Jahres vor Transplantation.

9 Keine Rejektion innerhalb der ersten drei Monate nach Transplantation.

Bel Patienten, dieihr Transplantat abstief3en, lag signifikant haufiger ein HLA-DR-mismatch

zwischen Spender und Empfanger vor (p < 0,04 fur Gruppe A versus Kontrollgruppe;

p < 0,05 fur Gruppe B versus Kontrollgruppe). In der Tabelle 8 ist die Aufteilung der Patien-

ten mit HLA-DR mismatches auf die drei Gruppen wiedergegeben.
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Tabelle 8: HLA-DR mismatchesin den drei Untersuchungsgruppen

DR-mismatch (ja/nein) Gruppe A Gruppe B Kontrollgruppe
(n=20) (n=13) (n=20)
Nein 11 7 17
Ja 9 6 3

p=P(x2 (df = 1) > yer) Mit e = 4,29 < 0,04 fir Gruppe A vs. Kontrollgruppe
p = P(x2 (df = 1) > yer) Mit yer = 3,86 < 0,05 fir Gruppe B vs. Kontrollgruppe

Auch der Unterschied in der Geschlechterverteilung zwischen den Patienten mit akuter oder
chronischer Abstof3ung und der Kontrollgruppe war statistisch signifikant: Manner fanden
sich haufiger in den Gruppen A oder B alsin der Kontrollgruppe (p < 0,02). Die Verteilung
von Mannern und Frauen auf die drei Gruppen ist in Tabelle 9 dargestellt.

Tabelle 9: Geschlechterverteilung: Patienten mit AbstoR3ung vs. Patienten in Kontroll-

gruppe
Geschlecht Gruppe A + Gruppe B Kontrollgruppe
(n=34) (n=20)
Frauen 9/13,1* 12/7,9
Manner 24/19,9 8/12,1

p= P(XZ (df = 1) 2 Xerr) mit Yer = 5,57 < 0,02
aKursiv: erwartete Werte

Kein statistisch signifikanter Zusammenhang bestand hinsichtlich der PRA wahrend des
letzten Jahres vor Transplantation und akuter oder chronischer Abstof3ung.

5.2 Vergleich der Sensitivitat von LCT und MAILA
Um die Sensitivitat des MAILA vergleichend einordnen zu kénnen, wurden HLA-DR spezifi-

sche, mit Thrombozyten absorbierte Antiseren in unterschiedlichen Verdiinnungen sowohl im
MAILA asauchim LCT gegen typisierte frisch isolierte B-Zellen freiwilliger Spender
getestet.
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Die Ergebnisse des Experiments sind in der Abbildung 5 dargestellt.

Abbildung 5: Vergleich der Sensitivitaten von LCT und MAILA
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Ansatz 1: Antiserum: Anti-DR2, 8; Testzelle: HLA-DR2,11
Ansatz 2: Antiserum: Anti-DR7; Testzelle: HLA-DR7, 8
Ansatz 3: Antiserum: Anti-DR4; Testzelle: HLA-DR15, 4

Wahrend im LCT positive Reaktionen unterhalb zweifacher Verdiinnungen nicht mehr nach-
weisbar waren, detektierten wir mit dem MAILA Reaktivitét bis zu einer achtfachen Serum-
verdinnung.

Somit erwies sich der MAILA asdem LCT in der Sensitivitét Gberlegen.

5.3 Ermittlung der Spezifitdt desMAILA

Um zu ermitteln, ob die in der Untersuchung der Patientenseren gefundenen Antikorper spezi-
fisch fir HLA-DR Allo-Antigene waren, testeten wir 2 Seren nach vorhergehender
Absorption der Antikorper erneut.

Serum 1 war positiv mit HLA-DR4 und -DR14 getestet worden. Es wurde erstens mit der
Zéelllinie SAVC (HLA-DR4), zweitens mit der Zelllinie EK (HLA-DR14) und drittens mit
einem Gemisch beider absorbiert. Die Uberstande der 3 Absorptionen wurden einzeln gegen
die Z€llinien SAVC und EK im MAILA getestet.
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Die Reaktivitdt gegen beide HLA-DR Antigene konnte nach Absorption mit der das entspre-
chende HLA-DR Merkmal exprimierenden Zelllinie nicht mehr nachgewiesen werden. Nach
Absorption mit dem Gemisch beider Zelllinien war im MAILA keine Reaktivitdt mit den
beiden Zelllinien nachweisbar. Nach Absorption mit der Zelllinie SAVC wurde der Uberstand
im MAILA mit der Zelllinie EK positiv getestet. Nach Absorption mit der Zelllinie EK wurde
der Uberstand im MAILA mit der Zelllinie SAV C negativ getestet.

Serum 2 war positiv getestet worden mit HLA-DR12 und -DR14 exprimierenden Zelllinien.
Es wurde nach Absorption mit den Zelllinien HOM2 (HLA-DR1), SAVC (HLA-DR4) und
EK (HLA-DR14) gegen die Zélllinie EK im MAILA getestet.

Serum 2 zeigte folgendes Reaktionsmuster: Die Reaktivitét gegen HLA-DR14 war nach Ab-
sorption mit der Zelllinie EK im MAILA nicht mehr nachzuweisen. Das Serum reagierte nach
Absorption mit den Zelllinien HOM2 und SAVC im MAILA jeweils positiv mit der Zelllinie
EK.

Die Ergebnisse der Absorption von Serum 1 und Serum 2 sind in Tabelle 10 dargestellt:

Tabelle 10: Ergebnismuster von Serum 1 (Anti-HLA-DR4 und -DR14 positiv) und Se-
rum 2 (Anti-HLA-DR12 und -DR14 positiv) im MAILA nach Absorption mit den ange-
gebenen Zelllinien

Antikorper-Spezifitat | Absorption mit HLA- MAILA mit HLA-DR

des Serums DR DR4 DR14
DR4 Negativ Positiv
Anti-DR4, DR14 Negativ Negativ
Anti-DR14 DR4 und DR14 Negativ Negativ
Ohne Absorption Positiv Positiv

DR1 Positiv

Anti-DR12 DR4 Positiv
Anti-DR14 DR14 Negativ
Ohne Absorption Positiv
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Die Ergebnisse der Positiv- und Negativkontrollen sind nicht aufgeftihrt. Alle Positiv-Kon-
troll-Seren reagierten positiv, alle Negativ-Kontroll-Seren negativ.

Die Ergebnisse von 8 der insgesamt 9 Ansétze unterstiitzten die Annahme, dass die im
MAILA detektierten Reaktivitdten spezifisch fur HLA-DR Merkmale sind.

5.4 Pravalenz von HLA-DR Antikdrpern in allen untersuchten

Seren

105 Seren wurden jewells gegen 13 Zelllinien getestet, so dass insgesamt 1365 verschiedene
Ansdtze untersucht wurden. In Gruppe A wurden 53 Seren getestet (689 Ansétze), in Gruppe
B 13 Seren (169 Ansdtze) und in der Kontrollgruppe 39 Seren (507 Ansétze).

Von den 1365 Ansdtzen wurden 97 positiv getestet (7,1%). Die mittlere Extinktion der positi-
ven Ansétze betrug 0,411 (Spannweite: 0,209 bis 1,426). In Gruppe A wurden 47 von 689
Ansdtzen positiv getestet (6,8%), in Gruppe B 44 von 169 (26,0%) und in der Kontrollgruppe
6 der 507 Ansétze (1,2%). Der Unterschied in der Verteilung der positiven Ansdtze war sta-
tistisch signifikant (p < 0,001). Abbildung 6 zeigt die Aufteilung positiver und negativer An-

sdtze in den einzelnen Gruppen.
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Abbildung 6: Anteil der HLA-DR Antikor per-positiven Ansatze an den pro Gruppe
insgesamt getesteten Ansatzen (in %)
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p=P(32 (df = 2) > yer) Mit yer ~ 33,8 < 0,001

5.4.1 Préavalenz der HLA-DR Antikorper bel Patienten mit und ohne HLA-DR

mismatch
Insgesamt erhielten 18 Patienten (9 aus Gruppe A, 6 aus Gruppe B und 3 aus der Kontroll-
gruppe) die Niere eines Spenders, der nicht HLA-DR identisch war. Bei 11 (5 aus Gruppe A,
5 aus Gruppe B und 1 aus der Kontrollgruppe) dieser 18 Patienten fanden wir Antikorper-po-

sitive Seren. 7 Patienten, deren Transplantat ein mismatch aufwies, zeigten keine Reaktivitéat.

Unter den 35 Patienten, deren Niere HLA-DR identisch war, fanden wir 21 ohne (5 aus
Gruppe A, 3 aus Gruppe B, 13 aus der Kontrollgruppe) und 14 mit positiv getesteten Seren (6
aus Gruppe A, 4 aus Gruppe B, 4 aus der Kontrollgruppe).

Es bestand kein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen dem V orliegen eines Spen-
der-Empfanger-mismatch und Patienten mit HLA-DR Antikorper positiven Seren. In Tabelle
11 ist die Verteilung der Patienten mit HLA-DR Antikdrper positiven Seren auf die 3 Unter-

suchungsgruppen, unterteilt in Patienten mit und ohne HLA-DR mismatch, wiedergegeben.
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Tabelle 11: Gegenuber stellung von Patienten mit und ohne HLA-DR Antikor per positi-
ven Seren und Patienten mit und ohne Spender-Empfanger mismatch in den drei Grup-

pen
Gruppe A Gruppe B Kontrollgruppe )
(Akute Abstol3ung) (Chronische Absto- (keine Abstof3ung)
3ung)
MM pos.” | MM neg.”| MM pos. | MM neg. | MM pos. | MM neg.
Ak pos.? 5 6 5 4 1 4 25
Ak neg.? 4 5 1 3 2 13 28
) 9 11 6 7 3 17 53

& Ak pos. = Anzahl der Patienten mit mindestens eéinem HLA-DR Antikorper positiven Serum; Ak neg. = Anzahl
der Patienten ohne HLA-DR Antikorper positive Seren
® MM pos. = Anzahl der Patienten mit Spender-Empfanger mismatch; MM neg. = Anzahl der Patienten ohne

Spender-Empfanger mismatch

5.4.2 Préavalenz der HLA-DR Antikorper vor Nierentransplantation

Die Pravalenz von HLA-DR Antikdrpern war nur in Gruppe A und der Kontrollgruppe be-
stimmbar, da von den Patienten mit chronischer Abstol3ung (Gruppe B) kein Pré&-TX-Serum
vorlag.

In Gruppe A wurden bei 6 Patienten im Pr&TX-Serum HLA-DR Antikorper, in Gruppe B bel
4 Patienten nachgewiesen. Beide Gruppen unterschieden sich nicht signifikant bezlglich der
Pravalenz von HLA-DR Antikdrpern vor Nierentransplantation.

Tabelle 12 zeigt die Verteilung von Patienten mit HLA-DR Antikorpern auf die beiden unter-

suchten Gruppen.

51




Ergebnisse

Tabelle 12: Darstellung der Pravalenz von nachweisbaren HLA-DR Antikoérpern vor

der Transplantation

Gruppe A Kontrollgruppe >
(Akute Abstol3ung) | (Keine Abstof3ung)
Pr&-TX Ak pos.? 6 4 10
Pr&TX Ak neg.® 14 16 30
) 20 20 40

2 Pr&-TX-Ak pos. = Anzahl der Patienten mit mindestens einem HLA-DR Antikorper positiven Pr&TX-Serum;
Pr&TX-Ak neg. = Anzahl der Patienten ohne HLA-DR Antikdrper positive Pré-TX-Seren

5.4.3 Préavalenz von HLA-DR Antikorpern nach Stratifizierung fur Geschlecht
Bel 15 Mannern und 10 Frauen fanden wir HLA-DR Antikérper, bei 17 Mannern und 11
Frauen nicht. Es bestand damit kein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen Pati-
enten mit HLA-DR Antikoérper-positiven Seren und Geschlechtszugehorigkeit, weder bezo-
gen auf das gesamte Patientenkollektiv, noch bezogen auf die einzelnen Gruppen. Die Tabelle
11 zeigt die Verteilung der Patienten mit HLA-DR Antikdrper-positiven Seren auf weibliche

und mannliche Patienten der 3 Untersuchungsgruppen.

Tabelle 13: Gegenuber stellung von Patienten mit und ohne HLA-DR Antikor per-positi-

ven Seren nach Geschlecht stratifiziert

Gruppe A Gruppe B Kontrollgruppe )

wP m° w m W m
Ak pos® 6 5 3 3 2 25
Ak neg.? 8 1 4 0 5 10 28
) 14 6 10 3 8 12 53

& Ak pos. = Anzahl der Patienten mit mindestens einem HLA-DR Antikorper-positiven Serum; Ak neg. = Anzahl
der Patienten ohne HLA-DR Antikorper-positive Seren
® w = Anzahl der Frauen; m = Anzahl der Manner
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5.5 Spezifitat der nachgewiesenen HLA-DR Antikor per

Diein den Seren der Patienten in den verschiedenen Gruppen gefundenen Antikorper-Spezi-
fitdten zeigt Tabelle 14. Eine tabellarische Ubersicht tiber alle Patienten findet sich im An-

hang.

Tabelle 14a: HLA-DR Antikorper bei Patienten der Gruppe A (Akute Abstol3ung)

Patient # HLA-DR MM? 1. Serum 2. Serum 3. Serum
10 Nein DR1
11 Nein DRI 17,4,7
12 Nein DR13 DR4, 14 Nicht untersucht
13 Nein DR15 DR14
14 Nein DR15 DR16
15 Nein DR1, 15, 16,9 | DR1,15, 16, 17, | DR1, 15, 16, 17/,
18,4,7,9 18
16 Ja (DR13) DR17, 12, 13°
17 Ja (DR11) DRS8
18 Ja (DR13) DR DR15
19 Ja(DR1, 13) DR18 DR12,7,9
20 Ja(DR15,17) | DRI16, 4,11, 14 DR12, 14 DR15, 13

Tabelle 14b: HLA-DR Antikorper bei Patienten der Gruppe B (Chronische Abstol3ung)

Patient # HLA-DR MM Untersuchtes Serum
45 Nein DR12
24 Nein DR17, 18,13
46 Nein DR15, 17,12, 13,9
47 Nein DR15, 16, 17,18, 4,11, 12,13, 14,7, 8,9
16 Ja (DR13) DR7
438 Ja(DR17,11) DR4, 11,
49 Ja (DR12) DR12, 13, 8
50 Ja (DR5, 7) DR16, 17, 18, 8,9
51 Ja(DR17) DR1, 16, 17,18, 4,11, 12,14, /,8,9
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Tabelle 14c: HLA-DR Antikor per bel Patienten der Kontrollgruppe (Keine Abstofl3ung)

Patient # HLA-DR MM 1. Serum 2. Serum
36 Nein DR1
37 Nein DR12
38 Nein DR12, 14
39 Nein DR1
40 Ja(DR1) DR8

#HLA-DR MM: Spender-Empfanger-mismatch auf dem HLA-DR Locus
® rot: HLA-DR Antikorper, die spezifisch fiir ein Spender-Empfanger-mismatch waren

¢ hellgrin: HLA-DR Antikorper, die spezifisch fir ein HLA-DR Merkmal des Empfangers waren.

5.5.1 Auftellung von monospezifischen und polyspezifischen Seren

In 34 der 105 getesteten Seren fanden wir HLA-DR Antikorper. 16 der 34 Seren reagierten
nur mit einer Zelllinie, wahrend 18 mit mehreren im Median mit 3,5 (Spannweite: 2 — 12)
Zéelllinien, reaktiv waren. Alle bis auf eines der polyspezifischen Seren stammten aus den
Gruppe A oder B. Die Verteilung von mono- und polyspezifischen Seren auf die einzelnen
Gruppen zeigte keinen statistisch signifikanten Unterschied.

5.5.2 Zusammenhang zwischen HLA-DR mismatch und Antikorper-Spezifitét
18 Patienten wiesen ein Spender-Empfénger-mismatch auf dem HLA-DR Locus auf. Bei 11
von diesen Patienten (jeweils 5 Patienten aus Gruppe A und B und 1 Patient aus der Kontroll-
gruppe) fanden wir HLA-DR Antikorper, bei 7 (4 aus Gruppe A, 1 aus Gruppe B, 2 aus der
Kontrollgruppe) nicht. Bel 6 der 11 Patienten mit HLA-DR-mismatch und positivem Nach-
weisvon HLA-DR Antikorpern (3 aus Gruppe A, 2 aus Gruppe B, 1 aus der Kontrollgruppe)
wiesen wir Antikorper nach, die fir das HLA-DR-mismatch nicht spezifisch waren. Bel 5 der
11 Patienten (2 aus Gruppe A, 3 aus Gruppe B) konnten Antikdrper nachgewiesen werden,
die gegen das Allo-Antigen des Spenders gerichtet waren. In Tabelle 14 erkennt man diese 5
Patienten mit den nachgewiesenen HLA-DR Antikorper-Spezifitdten und dem HLA-DR mis-

match an der roten Markierung.

Die 9 Patienten aus Gruppe A, 6 Patienten aus Gruppe B und 3 Patienten aus der Kontroll-

gruppe, die ein Spender-Empfanger-mismatch auf dem HLA-DR Locus aufwiesen, unter-
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schieden sich nicht signifikant hinsichtlich der Bildung von Antikérpern (P~ 0,42). In Tabelle
15 erkennt man die Verteilung von Antikorpern auf die 18 Patienten mit HLA-DR inkompa-
tiblem Transplantat unterteilt in Patienten mit akuter und chronischer Abstofl3ung und Patien-
ten ohne AbstolRung.

Tabelle 15: Zusammenhang der Prévalenz und Spezifitat von HLA-DR Antikoérpern
und dem klinischen Schicksal des Transplantats bel Patienten mit HLA-DR inkompa-

tiblem Transplantat

MM-AK? Ak? @ Ak? X

Gruppe A (Akute Abstol3ung) 2 3 4 9
Gruppe B (Chronische Abstof3ung) 3 2 1 6
Kontrollgruppe 0 1 2 3

)y 5 6 7 18

& MM-Ak: mismatch-spezifische Antikorper; Ak: mismatch-unspezifische Antikorper; & Ak: keine Antikorper

Alle 5 Patienten mit HLA-DR mismatch-spezifischen Antikorpern stief3en ihr Transplantat ab.
Die Verteilung des Anteils der Patienten pro Gruppe mit mismatch-spezifischen Antikdrpern
auf die 3 Gruppen war statistisch signifikant (P << 0,001). In Abbildung 7 wird der jeweilige
Anteil der Patienten mit mismatch-spezifischen Antikdrpern pro Gruppe dargestellt.
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Abbildung 7: Anteil der Patienten mit Nachweis mismatch-spezifischer HLA-DR
Antikor per pro Gruppe

300
250 - 231
20,0
8 150 100

10,0

50 00

00

Gruppe A Gruppe B Kontrollogruppe
(Akute Abstof3ung) (Chronische (Keine Abstof3ung)
Abstof3ung)
Gruppen

p=P(x2 (df =2) > yer) Mit e =~ 27,3 << 0,001

5.5.3 Préavalenz von Antikorpern gegen HLA-DR Antigene des Empféngers
In insgesamt 9 Fallen fanden wir Antikérper, die gegen HLA-DR Merkmale des Empféngers
gerichtet waren. In Tabelle 14 sind diese Antikorper durch eine hellgriine Farbung hervorge-

hoben.

Die Durchfiihrung von autol ogen Gewebevertraglichkeitsproben, die zur Klarung der Frage,
ob es sich bei diesen Antikorpern um echte Auto-Antikorper handelt, notwendig gewesen
waéren, erwies sich as nicht méglich, da keine Gewebeproben des Empfangers verfiigbar

waren.
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6 Diskussion

6.1 MAILA alsMethode zur Detektion von HL A-DR Antikor -

pern
Die Bedeutung von HLA-DR Antikdrpern fur die akute und chronische Abstof3ung von Nie-
rentransplantaten ist unklar. Seit den 70er Jahren befassten sich mehrere Untersucher mit die-
ser Fragestellung. Sie gelangten zu verschiedenen, zum Teil widerspriichlichen Ergebnissen.
Als eine wichtige Ursache dieser Diskrepanz kann die unterschiedliche Aussagekraft und

Spezifitét der angewandten Untersuchungsmethoden angesehen werden.

Wie bereitsin der Einleitung ausgefihrt, wurden zur Suche nach HLA-Antikorpern vor allem
drel Verfahren eingesetzt: Der Mikro-Lymphozytotoxizitétstest, die Durchfluf3zytometrie und
ELISA. Zu diesen Methoden wurden seit ihrer Erstbeschreibung unterschiedliche Varianten

entwickelt, die aber das zugrunde liegende Testprinzip unverandert lieflzen.

Der Mikro-Lymphozytotoxizitéatstest beruht auf der Fahigkeit bestimmter Immunglobulin-
Klassen, Komplement zu aktivieren. Komplement fuhrt zur Lyse der Zellen, an deren Ober-
flachenmerkmale Antikorper gebunden haben. Ein Untersucher kann tber die Diskrimination
von lysierten und intakten Zellen solche Zellen bestimmen, an die Antikdrper gebunden ha-
ben. Kennt er die Spezifitéat der Antigene dieser Zellen, kann er Riickschlisse auf die Spezi-
fitdt der Antikorper ziehen.

Sengitivitét und Spezifitét dieses Tests werden alerdings durch eine Vielzahl von Fehler-
quellen herabgesetzt. Die Sensitivitét des LCT wird durch folgende Faktoren gemindert:
e Spezifische HLA-Antikorper, die kein Komplement aktivieren, werden nicht detek-

tiert.
e Seren, die spezifische HLA-Antikorper in niedriger Konzentration enthalten, werden
haufig als negativ getestet.
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Die Spezifitat des LCT wird durch folgende Faktoren herabgesetzt:

e Nicht-HLA-Antikorper fihren zu einer unspezifischen Zelllyse, wenn sie mit Nicht-
HLA-Antigenen auf der Zelle reagieren. Findet also eine durch Antikorper bedingte
Zelllyse statt, ist keine direkte Aussage Uber das korrespondierende Antigen moglich.

e Waéhrend der Isolierung und Verarbeitung der Zellen kommt es haufig zu einer gewis-
sen unspezifischen Zelllyse durch mechanische Uberbeanspruchung oder Temperatur-
schwankungen.

¢ Immunglobulin-Préparate, die vielen immunsupprimierten Patienten verabfolgt wer-
den, enthalten Antikorper, dieim LCT falsch positive Reaktionen ausldsen konnen.

Bel durchfluRzytometrischen Ansdtzen mit ganzen Zellen als Antigentragern treten die selben

Probleme auf, wie fir den LCT beschrieben.

Andere durchfluf3zytometrische Ansétze sehen die Verwendung von mit Glykoproteinen be-
schichteten Latexpartikeln (so genannten beads) vor. Die Glykoproteine werden dabei aus
Zelllysat gewonnen. Das Muster der Beschichtung wird durch Auswahl geeigneter Zellen
(56,57) oder Uber monoklonale Antikorper bestimmt, die bei der Affinitdts-Chromatographie
des Zelllysats spezifisch die gewilinschten Glykoproteine binden (58). Die beschichteten
beads werden mit Serum und einem Fluoreszenz-markierten monoklonalen, gegen das Fcy-
Fragment humaner Immunglobuline gerichteten Antikérper inkubiert. Im Durchfluzytometer
werden die beads gezahlt und die Intensitét an emittierter Fluoreszenz registriert, so dass es
moglich ist, die Bindung spezifischer Antikorper qualitativ wie quantitativ festzulegen. Der
Untersucher kann dabei Uber die Auswahl der fir die Beschichtung der beads verwendeten

Glykoproteine den Fokus seiner Suche nach spezifischen Antikorpern bestimmen.

Die DurchflufRzytometrie wurde Mitte der 90er Jahre sehr intensiv zur Beforschung von spezi-
fischen HLA-Antikorpern eingesetzt. Wegen der M6glichkeit, die Antigen-Auswahl pro bead
zu definieren und einzuschranken ist die Durchfluf3zytometrie spezifischer alsder LCT. In
weiteren Studien wurde die Uberlegenheit in der Sensitivitat gegentiber dem LCT nachgewie-
sen (41,59).
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Die Verfahren zur Gewinnung der fir die Beschichtung vorgesehenen Antigene kénnen aller-
dings mit einer Zerstérung von Epitopen einhergehen, so dass die Bindung humaner Allo-

Antikorper erschwert bis unmadglich gemacht wird und fal sch negative Ergebnisse resultieren.
Weiterhin wurden bislang nur Studien mit beads durchgefihrt, die mit einer grof3eren Anzahl
verschiedener Antigene beschichtet worden waren. Dies fihrte wie bei der Verwendung gan-

zer Zellen zu einer Verringerung der Spezifitét der Ergebnisse.

In ELISA-Verfahren setzt man ebenfalls Antigene ein, die aus der Zellmembran geeigneter
Zéellen isoliert und aufgereinigt werden. Diese Molekiile werden tber spezifische monoklo-
nale Antikorper an Festphasen gebunden. Nach Zugabe von Serum kénnen Allo-Antikorper
durch Inkubation mit spezifischen Enzym-markierten monoklonalen Antikdrpern bestimmt

werden.

Im MAILA wird die Verbindung zwischen Mikrotiterplatte und Antigen durch zwei mo-
noklonale Antikérper hergestellt: Einen Ziege Anti-Maus Fcy-Antikdrper und einen murinen
Antikorper, der spezifisch die a-Kette des HLA-DR Molekiils bindet. Diese Variante wurde
eingefuhrt, um die spezifische Immobilisierung eines definierten Glykoproteins aus einem

Antigen-Gemisch zu ermdglichen.

Mit dem MAILA detektiert man im Gegensatz zum LCT auch Antikorper, die kein Komple-
ment aktivieren. Solche Antikorper wurden von FULLER et al. mit Abstol3ung bei mehrfach
Transplantierten mit HLA-DR mismatch in Zusammenhang gebracht (60).

Therapeutisch verabfol gte Immunglobulin-Praparate erzeugen im MAILA keine falsch positi-
ven Ergebnisse, da die Praparate anti-lymphozytéare Antikorper aber keine HLA-Antikorper
enthalten.

Der MAILA wurde fur diein dieser Arbeit behandelte Fragestellung als optimale Testme-
thode angesehen, weil er es ermdglicht, Antikorper gegen einzelne molekular definierte Anti-
gene nachzuweisen. Die Besonderheit der Antigen-lmmobilisierung erlaubt es, Antikorper

gegen schwach exprimierte Antigene aus einem Antigen-Gemisch zu detektieren. Durch die
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Auswahl HLA-DR homozygoter B-Z€lllinien als Antigenquelle wurde erreicht, dass pro Re-

aktionsansatz im MAILA ein Serum nur mit genau einer Antigen-Spezifitét reagieren konnte.

Der MAILA erwiessich im direkten Vergleich mit dem LCT als sensitiver. Im Titrationsex-
periment detektierte der MAILA Antikorper in vier- bis achtfach stérker verdiinnten Seren als
der LCT.

Bel einer Ko-Préazipitation anderer Zelloberflachenmolekile mit HLA-DR wahrend des So-
lubilisierungsschritts konnte man mit falsch positiven Ergebnissen rechnen. Im Absorptions-
experiment wurde allerdings nachgewiesen, dass der MAILA Antikdrper nachweist, die
spezifisch fur HLA-DR sind.

Der MAILA wurde somit als hinreichend sensible und spezifische Testmethode zum Nach-

weisvon HLA-DR Antikorpern bel Patienten nach Nierentransplantation angesehen.

6.2 Ergebnisse der klinischen Studie
6.2.1 Prévalenz von HLA-DR Antikorpern

Die Ergebnisse dieser Untersuchung zeigen, dass die Préavalenz von HLA-DR Antikérpern
nach Transplantation signifikant hoher bel Patienten mit Abstol3ung ist im Vergleich zu Peti-
enten ohne Abstol3ung.

Dies stiitzt die These von AL-HUSSEIN et al., ABE et al., SCHONEMANN et al.,
FAUCHET et a., LEDERER et a. und LORDON et al. (37,61-65), deren Untersuchungen
ergaben, dass postoperativ gebildete Antikorper gegen B-Lymphozyten haufiger in Verbin-
dung mit einer geminderten Transplantatfunktion auftreten. SCORNIK et al. bezogen inihrer
Untersuchung (66) diesen Effekt auf spenderspezifische HLA-DR Antikorper.

Nach der Transplantation erstmalig nachwei sbare spenderspezifische B-Zell-Antikorper, wur-
den dartiber hinaus von verschiedenen Untersuchern mit chronischer Abstof3ung korreliert

(38,67,68).
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Die Ergebnisse von TING und MORRIS (39), die zeigten, dass weder Funktion noch Uberle-
ben eines Transplantats mit der Produktion von B-Zell-Antikorpern korrelierte, werden durch

die vorliegenden Ergebnisse nicht bestétigt.

Dievon LEWISet a. (35) gedulRerte Vermutung, dass HLA-Klasse I1-Antikorper Trans-
plantatempfanger vor Abstol3ung schiitzen, ist damit widerlegt.

6.2.2 Préavalenz préformierter HLA-DR Antikorper

Patienten, die sich zum ersten Mal einer Transplantation unterziehen, kdnnen durch Schwan-
gerschaft, Bluttransfusion oder Verabfolgung von Plasma oder Gerinnungsfaktorpraparaten
vor der Transplantation HLA-Antikorper gebildet haben. Der Einfluss préformierter HLA-

Klasse I1-Antikorper auf Transplantatiiberleben und —funktion ist umstritten.

In dieser Studie wurden praformierte HLA-Klasse I1-Antikdrper haufiger bei Patienten mit
akuter Abstol3ung (Gruppe A) als bei Patienten mit komplikationslosem Verlauf (Kontroll-
gruppe) festgestellt (6 von 20 vs. 4 von 20). Der Unterschied zwischen Gruppe A und der

Kontrollgruppe war nicht signifikant.

MARTIN et a., LEDERER et al., GHASEMIAN et a., FAUCHET et a. und LAZDA et al.
(34,63,69-71) hatten vor der Transplantation nachweisbare Antikdrper gegen B-Lymphozyten
oder HLA-KIlasse I1-Antigene oder HLA-DR Antigene mit einem erhdhten Risiko fur akute
AbstofRungskrisen und einem verminderten Transplantatiiberleben korreliert. Diese Untersu-

chungsergebnisse konnten in dieser Studie nicht bestatigt werden.

TAYLOR et a. (36) beschrieben einen Fall, in dem eine Patientin trotz Anwesenheit eines
spenderspezifischen HLA-DQ Antikorpers zum Zeitpunkt der Transplantation weder eine
hyperakute noch eine akute Abstof3ung erlitt. In diesem Fall wurde eine Dreifach-K ombina-
tion as immunsuppressive Therapie angesetzt: Ciclosporin, Azathioprin und Prednisolon,
wobei Prednisolon in den ersten 5 Tagen post-OP hochdosiert (500 mgi.v. einmal téaglich)

verabfolgt wurde.
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ABE et a. (38) fanden keinen statistisch signifikanten Zusammenhang zwischen préformier-
ten B-Zell-Antikorpern und der Entwicklung einer chronischen Abstol3ung. Dieser Zusam-

menhang wurde in der vorliegenden Studie nicht thematisiert.

Fur das Konzept des glinstigen Effekts praformierter B-Zell Antikorper auf Transplantat-
Uberleben und —funktion (, enhancing effect”), wie esvon ETTINGER et al. und LEWIS et al.

(35,72) postuliert worden war, wurde in dieser Untersuchung kein Anhalt gefunden.

6.2.3 Pravalenz nach der Transplantation nachweisbarer HLA-Klasse |1 Anti-
korper
Die Pravalenz von HLA-DR Antikdrpern nach Transplantation betrug in dieser Untersuchung
bei Patienten mit akuter AbstofRung 50,0% (10 von 20 Patienten; Patient Nr. 16 hatte nur An-
tikdrper im 1. Serum) und bei solchen mit chronischer Abstol3ung 69,2%. Der Nachweis von
HLA-DR Antikdrpern mit dem MAILA hat demnach einen geringen pradiktiven Wert fir
eine Abstol3ung bei ersttransplantierten L e chennierenempfangern. Ausgehend von dieser Stu-
dieist die Diagnose ,, Abstol3ung* nicht durch den einmaligen Nachweis von HLA-DR Anti-
korpern begriindbar. Ein wiederholter Nachweis von HLA-DR Antikdrpern bel ersttransplan-
tierten L eichennierenempfangern kann dagegen neben der Bewertung klinischer Symptome,
laborchemischer Daten und radiologischer Befunde zur Diagnosefindung beitragen.

6.2.4 Zusammenhang von HLA-DR mismatch, Bildung spezifischer Antikorper
und Abstof3ung

Das Vorliegen eines HLA-DR mismatch war signifikant mit einer erhdhten Abstof3ungswahr-

scheinlichkeit korreliert.

Es bestand allerdings kein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen dem Vorliegen
eines HLA-DR mismatch und der Bildung von HLA-DR Antikorpern. Unter den Patienten,

die ein HLA-DR mismatch auf ihrem Nierentransplantat aufwiesen, war kein Unterschied in
der Tendenz mismatch-spezifische, mismatch-unspezifische oder keine HLA-DR Antikorper

zu bilden, nachzuwel sen.
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Bel 5 Patienten konnten Antikodrper gegen HLA-DR Allo-Antigene des Spenders gefunden
werden, und alle diese Patienten erlitten eine Abstof3ung. Der Zusammenhang zwischen der
Bildung mismatch-spezifischer HLA-DR Antikorper und akuter oder chronischer Abstol3ung
war statistisch hoch signifikant (P << 0,001).

Der Befund, dass nur 5 von 15 Patienten (2 von 9 in Gruppe A, 3 von 6 in Gruppe B), dieein
HLA-DR mismatch aufwiesen und eine akute oder chronische Abstofung erlitten, mismatch-
spezifische Antikorper gebildet haben, kdnnte damit erklart werden, dass der immunogene
Stimulus einer priméren Transplantation zun&chst zu einer humoralen Immunreaktion gegen
ein breites Spektrum von Antigen-Molekulen fuhrt. Erst eine weitere Transplantation fuhrt in
der selben Art und Weise wie eine Booster-Impfung zu einer Reifung der Affinitét von Anti-
korpern. Diese Hypothese wird von einer Studie von LOBASHEV SKY et al. unterstiitzt (73).
Sie fanden erst nach einer zweiten Transplantation HLA-Klasse I1-Antikorper, die spezifisch
far inkompatible HLA-DR oder -DQ Molekile der ersten Spenderniere waren.

Bei den nachgewiesenen ,,unspezifischen* HLA-DR Antikdrpern konnte es sich auch um An-
tikorper gegen HLA-Klasse |1 oder mit HLA-Klasse I1-Antigenen assoziierte Antigene han-
deln, die im Zuge des Entziindungsprozesses einer Abstol3ungsreaktion dem Immunsystem
prasentiert wurden. Es wére mdglich, dass diese Antikorper mit HLA-DR Molekilen kreuzre-
agieren, die dem Spender und dem Empfanger gemein sind. Dies wirde erklaren, warum
mehrere Patienten scheinbar gegen autologe HLA-DR Antigene Antikorper produzierten.

6.2.5 Mogliche Ursachen fur Transplantatabstof3ungsreaktionen in Abwesenheit
von HLA-DR Antikorpern
Der Befund, dass einige Patienten aus Gruppe A und B ohne Nachweis von HLA-DR Anti-
korpern AbstofRungen erlitten, kdnnte dadurch erklart werden, dass diese Patienten HLA-
Klasse I-Antikérper produziert haben, die zur Abstol3ung fuhrten. Auch allospezifische anti-
endotheliale Antikorper, die in dieser Untersuchung nicht thematisiert wurden, kénnen bel
Nierentransplantatempfangern zu einer Abstof3ungskrise fuhren (74), auch in Abwesenheit
von T- und B-Zéll reaktiven Antikorpern (75). Akute Abstof3ungskrisen sind laut
RODRIGUEZ et al. (76) ebenfalls mit IgG gegen endotheliale Antigene, anti-thrombozytéren
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oder T-Z€ell-IgM bei gleichzeitiger Abwesenheit spenderspezifischer HLA-Antikorper
korreliert. Schliefdlich ware es auch moglich, dass die Patienten, bei denen eine akute oder
chronische Abstof3ung ohne belegbare HLA-Klasse I1-Antikorper Bildung nachgewiesen
wurde, einerein zelluldre Abstol3ung erlitten.

6.3 Ausblick
Esist in dieser Studie gelungen, den MAILA als Testmethode zum Nachweis von HLA-DR

Antikérpern in Seren nierentransplantierter Patienten einzufiihren. Der MAILA ist sensitiver
und spezifischer as der in der klinischen Routine verwendete LCT. Daher sollte fir den
Nachweis oder den Ausschluss spezifischer HLA-DR Antikorper bei nierentransplantierten
Patienten in Zukunft der LCT durch den MAILA oder ein anderes gleichwertiges glykopro-

teinspezifisches Testverfahren ersetzt werden.

HLA-DR Antikérper, die in Seren ersttransplantierter Leichennierenempfanger post
transplantationem nachwei sbar waren, sind signifikant mit akuter und chronischer Abstol3ung
assoziiert. Dadurch kann die von verschiedenen Autoren gedul3erte Hypothese, dass HLA-DR
Antikorper einen giinstigen Effekt auf die Funktion und das Uberleben von transplantierten

L eichennieren haben, als widerlegt angesehen werden.

Der pradiktive Wert des Nachweises von HLA-DR Antikdrpern mit dem MAILA ist jedoch
gering, so dass man die klinische Diagnose einer Abstol3ung nicht allein auf den Ergebnissen

dieses Tests aufbauen kann.

Es konnte in dieser Studie gezeigt werden, dass postoperativ nachweisbare HLA-DR Antikor-
per, die spezifisch fir ein mismatch zwischen Spender und Empfanger auf dem HLA-DR Lo-
cus sind, hoch signifikant mit einer Abstol3ung korrelieren. Deshalb sollte bei Nachwels spen-
derspezifischer HLA-DR Antikorper post transplantationem mit einer erhéhten AbstofRungs-
tendenz gerechnet werden und die immunsuppressive Therapie entsprechend angepasst wer-

den.
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Umfang und Art der Untersuchungen, denen sich ein Patient auf der Warteliste fir eine Nie-
rentransplantation unterziehen muss, sind in Deutschland durch Eurotransplant geregelt. Die
Regelungen sehen zur Zeit vor, dass das Serum solcher Patienten vierteljahrlich lediglich auf
HLA-Klasse I-Antikdrper untersucht wird. Unmittelbar vor der Transplantation wird eine
Gewebevertréglichkeitsprobe durchgefihrt, das crossmatch. Dabel wird im LCT Serum des
Empfangers auf Reaktivitét gegen Leukozyten des Spenders getestet. Wird keine Reaktivitéat
nachgewiesen, spricht man von einem ,, negativen crossmatch”. Die Richtlinien schreiben
lediglich ein positives T-Zell-crossmatch als absolute Kontraindikation fir die Durchfihrung
einer geplanten Transplantation vor. Der Nachweis von HLA-Klasse Il Allo-Antikérpernin
der vierteljahrlichen screening-Untersuchung oder ein positives B-Zell-crossmatch stellen

keinen Ausschlussgrund fir eine Transplantation dar.

Als Begrundung fir die schwéchere Gewichtung des Nachweises von HLA-Klasse Il Allo-
Antikorpern wird die umstrittene Rolle dieser Antikorper und die mangel hafte Standardisie-

rung der Nachwei smethoden angegeben.

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass HLA-Klasse I Allo-Antikorper signifikant mit
akuter und chronischer Abstol3ung korreliert sind und dass mit dem MAILA eine ausreichend
sensitive und glykoproteinspezifische Testmethode zum Nachweis von HLA-Klasse |1 Allo-

Antikorpern zur Verfigung steht.

Somit sollten die Richtlinien von Eurotransplant den Erkenntnissen dieser Studie angepasst
werden, indem der Nachweis von HLA-Klasse |1 Allo-Antikorpern im MAILA oder einem
Verfahren vergleichbarer Sensitivitét und Spezifitét starker gewichtet wird. Insbesondere Pa-
tienten, die bereits ein Transplantat durch eine humorale Abstof3ung verloren haben, sollten
vor einer Zweittransplantation mit einem glykoproteinspezifischen Test wie dem MAILA auf
das Vorliegen von HLA-Klasse Il Antikérpern in regelméaldigen Abstéanden untersucht wer-
den. Werden HLA-Klasse 1 Antikdrper nachgewiesen, ist zu fordern, dass die Auswahl von
Zweit-Transplantaten beschrénkt wird. In Frage kommende Organe sollten keine HLA-DR

Antigene exprimieren, gegen die spezifische Antikorper nachgewiesen wurden.
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7 Anhang

7.1 Abkurzungsverzeichnis

ACD = Acidium-Citrat-Dextrose

Ak = Antikorper

B-LCL = B-lymphoblastoide Z€lllinien
BSA = bovine serum albumine = Rinderal -
bumin

CO, = Kohlenstoffdioxid

CTS = collaborative transplant study
d=Tag

DM SO = Dimethylsulfoxid

EBAO = Ethidiumbromid-Acridinorange
EBV = Epstein-Barr-Virus

EDTA = Ethylen-di-tetra-amin

ELISA = enzyme linked immuno-sorbent
assay

Fc = Fragment cristallizing

FCS = fetal calf serum = fotales K& berse-
rum

g = Gramm oder Konstante fur die Erdbe-
schleunigung (ca. 9,81 m/s?)

HLA = humanes L eukozytenantigen

|.E. = Internationale Einheiten

1gG = Immunglobulin G

IgM = Immunglobulin M

| = Liter

LCT = lymphocyte cytotoxicity test
MAILA = monoclona antibody dependent
immobilization of leucocyte antigens assay
MHC = major histocompatibility complex
= Haupthistokompatibilitdtskomplex

OD = optical density = Extinktion

OPD = ortho-phenyl-diamin

PBS = phosphate buffered saline

PP = Polypropylen

PRA = Panel-reaktive Antikorper

RPMI = Roswell Park Memoria Institute
TNF-B = Tumor-Nekrose-Faktor-3

TRIS = tris-hydroxymethylaminomethan
UNOS = United Network for Organ Sha-

ring
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7.2 Tabdlen

In den folgenden Tabellen werden die Extinktionswerte aller durchgefihrten Tests aufgefihrt.

Die Ergebnisse sind nach Gruppen und dann nach Patienten und einzelnen Seren geordnet

wiedergegeben. Positive Reaktionen mussten in einem zweiten unabhéngigen Versuch repro-

duzierbar sein. Bei Ergebnissen, die positiv gewertet wurden (fett hervorgehoben) ist jeweils

das arithmetische Mittel der Extinktionswerte beider Versuche angegeben. In Klammern da-

hinter erscheint die Schwankungsbreite der Extinktionswerte beider Versuche.

Anm.: @ Extinktionswerte der untersuchten Seren, ® Abnahmezeitpunkte der Seren, © negativ

gewertetes Ergebnis, dain Nachtestung nicht reproduzierbar positiv, k. S. v.: kein Serum ver-

flgbar

Gruppe A

Patient Nr. 1; Transplantation am 16.04.94,

Patient Nr. 2; Transplantation am 22.03.95,

Abstol3ung am 25.05.94 Abstol3ung am 27.03.95
HLA-DR Merkmale des Empfangers: HLA-DR Merkmale des Empfangers:
DR11, 7 DR7, 17
HLA-DR Merkmale des Spenders: DR11, 7 HLA-DR Merkmale des Spenders: DR7, 17
HLA-DR oD? HLA-DR OD
Antigene |18.04.94°| k.S.v. [11.06.94° Antigene | 23.03.95 | 31.03.95 | k.S.v.
DR1 0,043 0,075 DR1 0,054 0,040
DR15(2) | 0,170 0,009 DR15(2) | 0,073 0,036
DR16(2) | 0,043 0,042 DR16(2) | 0,013 0,033
DR17(3) | 0,015 0,037 DR17(3) | 0,063 0,052
DR18(3) | 0,187 0,011 DR18(3) | 0,060 0,020
DR4 0,074 0,052 DR4 0,054 0,059
DR11(5) | 0,077 0,034 DR11(5) | 0,060 0,022
DR12(5) | 0,023 0,055 DR12(5) | 0,013 0,005
DR13(6) | 0,082 0,000 DR13(6) | 0,024 0,107
DR14(6) | 0,039 0,019 DR14(6) | 0,058 0,007
DR7 0,177 0,073 DR7 0,036 0,005
DR8 0,051 0,132 DR8 0,054 0,048
DR9 0,185 0,009 DR9 0,013 0,035
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Patient Nr. 3; Transplantation am 24.06.94,
Abstof3ung am 13.07.94

HLA-DR Merkmale des Empfangers:

DR2, 13

HLA-DR Merkmale des Spenders: DR15, 13

Patient Nr. 5; Transplantation am 09.02.95,
Abstof3ung am 19.02.95

HLA-DR Merkmale des Empfangers:

DR4, 11

HLA-DR Merkmale des Spenders: DR11,-

HLA-DR OD HLA-DR OD
Antigene | 01.07.94 | 26.07.94 | 19.09.94 | | Antigene | 09.02.95 | 16.02.95 | 18.03.95
DRL | 0022 | 0038 | 0,003 DRL | 0195 | 0,06 | 0,016
DR15(2) | 0,037 | 0027 | 0,032 DR15(2) | 0022 | 0020 | 0,008
DR16(2) | 0,002 | 0010 | 0,091 DR16(2) | 0,018 | 0,082 | 0,022
DR17(3) | 0,029 | 0,023 | 0,003 DR17(3) | 0018 | 0,090 | 0,081
DR18(3) | 0,046 | 0018 | 0,056 DR18(3) | 0048 | 0049 | 0,020
DR4 | 0012 | 0016 | 0,056 DR4 | 0013 | 0074 | 0,042
DR11(5) | 0022 | 0036 | 0,028 DR11(5) | 0029 | 0,088 | 0,040
DR12(5) | 0,010 | 0,010 | 0,015 DR12(5) | 0007 | 0044 | 0,033
DR13(6) | 0,072 | 0,026 | 0,009 DR13(6) | 0,033 | 0,028 | 0,057
DR14(6) | 0,075 | 0049 | 0,016 DR14(6) | 0,037 | 0,61 | 0,001
DR7 | 0027 | 0015 | 0,069 DR7 | 0025 | 0027 | 0,043
DR8 | 0015 | 0009 | 0,082 DR8 | 0008 | 0,070 | 0,080
DR9 | 0029 | 0021 | 0005 DRO | 0026 | 0128 | 0,015

Patient Nr. 4; Transplantation am 30.08.94,
Abstof3ung am 10.09.94

HLA-DR Merkmale des Empfangers:

DR11, 13

HLA-DR Merkmale des Spenders: DR11, 13

Patient Nr. 6; Transplantation am 13.02.95,
Abstol3ung am 24.02.95

HLA-DR Merkmale des Empfangers:

DR11, 15

HLA-DR Merkmale des Spenders: DR11, 16

HLA-DR OD HLA-DR oD
Antigene | 30.08.94 | 13.09.94 | k.S.v. Antigene | 14.02.95 | 20.02.95] k.S.v.
DR1 0,028 | 0,007 DR1 0023 | 0,081
DR15(2) | 0,004 | 0,024 DR15(2) | 0,029 | 0,012
DR16(2) | 0,000 | 0015 DR16(2) | 0,010 | 0,161
DR17(3) | 0,042 | 0015 DR17(3) | 0,013 | 0,210°
DR18(3) | 0,042 | 0016 DR18(3) | 0,068 | 0,139
DR4 0016 | 0,025 DR4 0,103 | 0,359°
DR11(5) | 0,040 | 0,013 DR11(5) | 0,021 | 0,366°
DR12(5) | 0,003 | 0,010 DR12(5) | 0,011 | 0,145
DR13(6) | 0,030 | 0,004 DR13(6) | 0,032 | 0,045
DR14(6) | 0016 | 0,041 DR14(6) | 0,102 | 0,251°
DR7 0032 | 0,034 DR7 0,062 | 0,021
DRS 0011 | 0,026 DRS 0014 | 0317°
DR9 0,038 | 0,039 DR9 0018 | 0374°
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Anhang

Patient Nr. 7; Transplantation am 04.05.94,
Abstof3ung am 02.06.94

HLA-DR Merkmale des Empfangers:

DR7, 14

HLA-DR Merkmale des Spenders. DR7, 13

Patient Nr. 9; Transplantation am 31.05.95,
Abstol3ung am 15.06.95

HLA-DR Merkmale des Empfangers:
DR7,11

HLA-DR Merkmale des Spenders: DR4, 11

HLA-DR oD

Antigene | 04.05.94 | 01.06.94 | k.S.v.

HLA-DR OD
Antigene | 31.05.95 | 26.06.95 | 30.06.95

DR1 0,032 0,036

DR1 0,006 0,007 0,043

DR15(2) | 0,033 0,073

DR15(2) | 0,018 0,032 0,014

DR16(2) | 0,057 | 0,065

DR16(2) | 0102 | 0049 | 0,109

DR17(3) | 0,021 0,027

DR17(3) | 0,023 0,006 0,014

DR18(3) | 0,034 | 0,052

DR18(3) | 0,023 | 0,046 | 0,001

DR4 0,029 0,079

DR4 0,031 0,057 0,074

DR11(5) | 0,044 | 0,095

DR11(5) | 0,042 0,064 0,032

DR12(5) | 0,032 | 0,085

DR12(5) | 0,034 | 0015 | 0,039

DR13(6) | 0,006 0,198

DR13(6) | 0,015 0,016 0,007

DR14(6) | 0,039 | 0,073

DR14(6) | 0015 | 0063 | 0,004

DR7 0,066 0,138

DR7 0,070 0,081 0,002

DR8 0,026 0,026

DR8 0,019 0,039 0,072

DR9 0,050 0,047

DR9 0,035 0,037 0,006

Patient Nr. 8; Transplantation am 14.10.95,
AbstofRung am 28.10.95

HLA-DR Merkmale des Empfangers:
DR3,-

HLA-DR Merkmale des Spenders. DR3, 7

Patient Nr. 10; Transplantation am 28.06.94,
Abstof3ung am 14.07.94

HLA-DR Merkmale des Empfangers:

DR3, 13

HLA-DR Merkmale des Spenders: DR17, 13

HLA-DR oD

Antigene | 16.10.95 | 06.11.95 | k.S.v.

HLA-DR oD
Antigene | 28.06.94 | 18.07.94 | 11.11.94

DR1 0,015 0,088

DR15(2) | 0018 | 0,160

DR1 0029 | 0022 | 0222
(+0,013)

DR16(2) | 0,001 | 0,160

DR15(2) | 0,020 0,017 0,009

DR17(3) | 0,007 0,067

DR16(2) | 0041 | 0,000 | 0,008

DR18(3) | 0,003 | 0,118

DR17(3) | 0,083 0,073 0,133

DR4 0,002 0,106

DR18(3) | 0062 | 0018 | 0,035

DR11(5) | 0,005 | 0,057

DR4 0,059 0,017 0,021

DR12(5) | 0,007 0,048

DR11(5) | 0,053 0,136 0,123

DR13(6) | 0,003 0,135

DR12(5) | 0223° | 0002 | 0,170

DR14(6) | 0,034 | 0,091

DR13(6) | 0,133 0,105 0,171

DR7 0,030 0,047

DR14(6) | 0,083 | 0015 | 0,027

DR8 0,032 0,103

DR7 0,172 0,015 0,167

DR9 0,005 0,118

DR8 0,036 0,007 0,008

DR9 0,066 0,017 0,074
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Patient Nr. 11; Transplantation am 08.05.95,

Patient Nr. 12; Transplantation am 07.10.95,

Abstof3ung am 19.05.95 Abstof3ung am 31.10.95
HLA-DR Merkmale des Empfangers: HLA-DR Merkmale des Empfangers:
DR1, 11 DR4, 15
HLA-DR Merkmale des Spenders: DR1, 11 HLA-DR Merkmale des Spenders: DR4, 15
HLA-DR OD HLA-DR OD
Antigene | 09.05.95 | 29.05.95 | 19.06.95 Antigene | 07.10.95 | 26.10.95 | k.S.v.
DR1 0,007 0,009 0,463 DR1 0,049 0,054
(£ 0,064) DR15(2) | 0,024 0,014
DR15(2) | 0,035 0,012 0,020 DR16(2) | 0,010 0,019
DR16(2) | 0,097 0,012 0,202 DR17(3) | 0,051 0,044
DR17(3) | 0,021 0,024 0,364 DR18(3) | 0,033 0,083
(£ 0,033) DR4 0,066 0,676
DR18(3) | 0,089 0,168 0,084 (£ 0,455)
DR4 0,061 0,079 0,328 DR11(5) | 0,063 0,017
(£ 0,026) DR12(5) | 0,018 0,035
DR11(5) | 0,030 0,133 0,024 DR13(6) | 0,227 0,016
DR12(5) | 0,052 0,005 0,142 (£ 0,009)
DR13(6) | 0,069 0,012 0,189 DR14(6) | 0,020 0,912
DR14(6) | 0,080 0,064 0,031 (£ 0,515)
DR7 0,148 0,003 0,276 DR7 0,098 0,019
(£0,041) DR8 0,004 0,003
DR8 0,081 0,031 0,072 DR9 0,022 0,031
DR9 0,036 0,062 0,001

Patient Nr. 13; Transplantation am 01.06.95,
Abstof3ung am 21.06.95
HLA-DR Merkmale des Empfangers:

DR4, 11
HLA-DR Merkmale des Spenders. DR4, 11
HLA-DR oD
Antigene | 02.06.95 | 23.06.95 | 01.08.95
DR1 0,008 0,057 0,067
DR15(2) | 0,520 0,117 0,094
(£ 0,220)
DR16(2) | 0,039 0,092 0,080
DR17(3) | 0,403° 0,048 0,067
DR18(3) | 0,086 0,078 0,100
DR4 0,150 0,048 0,154
DR11(5) | 0,198 0,101 0,135
DR12(5) | 0,170 0,081 0,191
DR13(6) | 0,052 0,033 0,199
DR14(6) | 0,126 0,259 0,327°
(+ 0,029)
DR7 0,158 0,115 0,048
DRS8 0,176 0,037 0,118
DR9 0,043 0,044 0,101
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Patient Nr. 14; Transplantation am 06.06.95,

Patient Nr. 15; Transplantation am 22.09.95,

Abstof3ung am 24.06.95 Abstof3ung am 02.10.95
HLA-DR Merkmale des Empfangers: HLA-DR Merkmale des Empfangers:
DR4, 11 DR17,11
HLA-DR Merkmale des Spenders: DR4, 11 HLA-DR Merkmale des Spenders: DR17, 11
HLA-DR OD HLA-DR OD
Antigene | 06.06.95 | 19.06.95 | 13.07.95 Antigene | 23.09.95 | 02.10.95 | 01.11.95
DR1 0,045 0,147 0,184 DR1 0,591 0,573 0,556
DR15(2) | 0,041 0,272 0,081 (£0,034) | (£ 0,237) | (+ 0,100)
(£ 0,018) DR15(2) | 0,404 0,625 0,413
DR16(2) | 0,040 0,269° 0,251 (£0,111) | (£ 0,086) | (+ 0,160)
(£0,037) DR16(2) | 0,507 0,317 0,453
DR17(3) | 0,083 0,008 0,044 (£0,273) | (£ 0,067) | (+ 0,114)
DR18(3) | 0,019 0,059 0,057 DR17(3) | 0,127 0,585 0,397
DR4 0,017 0,040 0,021 (£ 0,166) | (x 0,096)
DR11(5) | 0,014 0,034 0,025 DR18(3) | 0,146 0,491 0,222
DR12(5) | 0,015 0,021 0,091 (£ 0,185) | (+ 0,003
DR13(6) | 0,037 0,000 0,081 DR4 0,181 0,247 0,180
DR14(6) | 0,124 0,086 0,015 (£ 0,003)
DR7Y 0,109 0,022 0,026 DR11(5) | 0,046 0,089 0,065
DR8 0,019 0,048 0,162 DR12(5) | 0,084 0,095 0,068
DR9 0,035 0,115 0,038 DR13(6) | 0,018 0,122 0,143
DR14(6) | 0,108 0,221° 0,016
DR7 0,202 0,368 0,146
(£0,017)
DR8 0,070 0,032 0,054
DR9 0,597 0,500 0,234°
(£0,136) | (£ 0,115)
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Anhang

Patient Nr. 16; Transplantation am 25.12.94,

Patient Nr. 18; Transplantation am 09.07.94,

Abstof3ung am 11.01.95 Abstof3ung am 14.07.94
HLA-DR Merkmale des Empfangers: HLA-DR Merkmale des Empfangers:
DR1, 14 DR1, 14
HLA-DR Merkmale des Spenders: DR13, - HLA-DR Merkmale des Spenders: DR1, 13
HLA-DR OD HLA-DR OD
Antigene | 27.12.94 | 09.01.95 | 25.01.95 Antigene | 11.07.94 | 21.07.94 | 01.08.94
DR1 0,047 0,180 0,117 DR1 0,284 0,113 0,023
DR15(2) | 0,194 0,157 0,130 (£0,049)
DR16(2) | 0,128 0,042 0,239° DR15(2) | 0,106 0,130 0,536
DR17(3) | 0,284 0,197 0,191 (£0,164)
(£ 0,062) DR16(2) | 0,186 0,076 0,079
DR18(3) | 0,168 0,179 0,164 DR17(3) | 0,191 0,053 0,229°
DR4 0,155 0,170 0,156 DR18(3) | 0,094 0,149 0,245°
DR11(5) | 0,112 0,100 0,194 DR4 0,039 0,224° 0,037
DR12(5) | 0,559 0,119 0,138 DR11(5) | 0,021 0,158 0,074
(£ 0,051 DR12(5) | 0,163 0,095 0,021
DR13(6) | 0,233 0,107 0,192 DR13(6) | 0,147 0,142 0,087
(£ 0,024) DR14(6) | 0,079 0,181 0,056
DR14(6) | 0,188 0,143 0,181 DR7 0,030 0,029 0,086
DR7 0,106 0,069 0,163 DR8 0,082 0,009 0,000
DR8 0,094 0,137 0,066 DR9 0,011 0,141 0,102
DR9 0,061 0,123 0,191
Patient Nr. 17; Transplantation am 08.03.95,
AbstofRung am 15.03.95
HLA-DR Merkmale des Empfangers:
DR1, 13
HLA-DR Merkmale des Spenders: DR6, 11
HLA-DR OD
Antigene | 08.03.95 | 16.03.95 | 30.03.95
DR1 0,000 0,009 0,040
DR15(2) | 0,026 0,005 0,049
DR16(2) | 0,023 0,145 0,023
DR17(3) | 0,037 0,013 0,045
DR18(3) | 0,103 0,164 0,012
DR4 0,080 0,126 0,040
DR11(5) | 0,075 0,203 0,054
DR12(5) | 0,046 0,079 0,021
DR13(6) | 0,031 0,005 0,076
DR14(6) | 0,041 0,204 0,010
DR7 0,053 0,013 0,076
DR8 0,029 0,351 0,086
(£ 0,069)
DR9 0,136 0,121 0,009
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Anhang

Patient Nr. 19; Transplantation am 09.02.95,

Patient Nr. 20; Transplantation am 21.05.95,

Abstof3ung am 19.02.95 Abstof3ung am 07.06.95
HLA-DR Merkmale des Empfangers: HLA-DR Merkmale des Empfangers:
DR4, 14 DR16, 7
HLA-DR Merkmale des Spenders: DR1, 13 HLA-DR Merkmale des Spenders: DR15, 17
HLA-DR OD HLA-DR OD
Antigene | 13.02.95 | 22.02.95 | 30.03.95 Antigene | 22.05.94 | 31.05.94 | 23.06.94
DR1 0,077 0,181 0,047 DR1 0,032 0,326° | 0,217°
DR15(2) | 0,152 0,146 0,106 DR15(2) | 0,066 0,394° 0,331
DR16(2) | 0,184 0,189 0,167 (£ 0,110)
DR17(3) | 0,138 0,080 0,145 DR16(2) | 0,545 0,214° 0,122
DR18(3) | 0,122 0,266 0,134 (£ 0,002)
(£ 0,008) DR17(3) | 0,160 0,216° | 0,314°
DR4 0,190 0,114 0,092 DR18(3) | 0,233° 0,123 0,305°
DR11(5) | 0,080 0,085 0,113 DR4 0,353 0,261° 0,171
DR12(5) | 0,133 0,123 0,237 (£0,139)
(£0,017) DR11(5) | 0,441 0,242° 0,109
DR13(6) | 0,195 0,146 0,099 (£ 0,210)
DR14(6) | 0,190 0,179 0,104 DR12(5) | 0,138 0,312 0,115
DR7 0,181 0,175 0,363 (£ 0,069)
(£ 0,102 DR13(6) | 0,264° | 0,292° 0,500
DR8 0,128 0,131 0,158 (£0,277)
DR9 0,093 0,145 0,576 DR14(6) | 0,451 0,546 0,175
(£ 0,044) (£0,122) | (£ 0,076)
DR7 0,187 0,175 0,179
DR8 0,320° 0,178 0,405°

73



Anhang

Kontrollgruppe

Patient Nr. 21; Transplantation am 05.05.94

HLA-DR Merkmale des Empfangers:

Patient Nr. 23; Transplantation am 21.07.94
HLA-DR Merkmale des Empfangers:

DR3, 8
HLA-DR Merkmale des Spenders: DR17, 8
HLA-DR Anti- OD
gene 05.05.94 k.S v.
DR1 0,133
DR15(2) 0,016
DR16(2) 0,036
DR17(3) 0,012
DR18(3) 0,066
DR4 0,037
DR11(5) 0,026
DR12(5) 0,023
DR13(6) 0,013
DR14(6) 0,029
DR7 0,034
DR8 0,024
DR9 0,031

DR3, 4
HLA-DR Merkmale des Spenders: DR17, 4
HLA-DR Anti- OD
gene 21.07.94 24.10.94
DR1 0,023 0,029
DR15(2) 0,064 0,032
DR16(2) 0,038 0,007
DR17(3) 0,011 0,045
DR18(3) 0,108 0,035
DR4 0,033 0,023
DR11(5) 0,063 0,017
DR12(5) 0,030 0,038
DR13(6) 0,002 0,099
DR14(6) 0,036 0,017
DR7 0,159 0,169
DR8 0,044 0,075
DR9 0,028 0,040

Patient Nr. 22; Transplantation am 19.07.94

HLA-DR Merkmale des Empféngers. DR7,

Patient Nr. 24; Transplantation am 30.07.94
HLA-DR Merkmale des Empfangers:

11
HLA-DR Merkmale des Spenders: DR7, 11
HLA-DR Anti- oD
gene 19.07.94 13.08.94
DR1 0,140 0,020
DR15(2) 0,035 0,045
DR16(2) 0,015 0,024
DR17(3) 0,060 0,040
DR18(3) 0,052 0,036
DR4 0,008 0,047
DR11(5) 0,058 0,008
DR12(5) 0,031 0,041
DR13(6) 0,003 0,059
DR14(6) 0,013 0,007
DR7 0,031 0,078
DR8 0,008 0,138
DR9 0,021 0,077

DR3,-
HLA-DR Merkmale des Spenders: DR3,-
HLA-DR Anti- oD
gene 30.07.94 20.10.94
DR1 0,005 0,001
DR15(2) 0,066 0,007
DR16(2) 0,084 0,002
DR17(3) 0,019 0,018
DR18(3) 0,124 0,023
DR4 0,080 0,016
DR11(5) 0,020 0,013
DR12(5) 0,012 0,002
DR13(6) 0,014 0,122
DR14(6) 0,030 0,033
DR7 0,029 0,037
DR8 0,003 0,168
DR9 0,010 0,052
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Patient Nr. 25; Transplantation am 17.08.94

HLA-DR Merkmale des Empfangers:

Patient Nr. 27; Transplantation am 16.09.94
HLA-DR Merkmale des Empfangers:

DR1, 4 DR3, 7
HLA-DR Merkmale des Spenders. DR4,- HLA-DR Merkmale des Spenders: DR3, 7
HLA-DR Anti- OD HLA-DR Anti- OD
gene 17.08.94 11.10.94 gene 16.09.94 29.12.94
DR1 0,031 0,018 DR1 0,047 0,018
DR15(2) 0,065 0,032 DR15(2) 0,023 0,012
DR16(2) 0,009 0,016 DR16(2) 0,005 0,004
DR17(3) 0,016 0,008 DR17(3) 0,021 0,002
DR18(3) 0,011 0,027 DR18(3) 0,134 0,017
DR4 0,066 0,037 DR4 0,034 0,016
DR11(5) 0,032 0,046 DR11(5) 0,055 0,155
DR12(5) 0,085 0,030 DR12(5) 0,100 0,100
DR13(6) 0,053 0,009 DR13(6) 0,002 0,028
DR14(6) 0,042 0,020 DR14(6) 0,114 0,021
DR7 0,049 0,046 DR7 0,030 0,151
DR8 0,052 0,032 DR8 0,009 0,060
DR9 0,012 0,073 DR9 0,035 0,066

Patient Nr. 26; Transplantation am 27.08.94

HLA-DR Merkmale des Empfangers:

Patient Nr. 28; Transplantation am 25.09.94
HLA-DR Merkmale des Empfangers:

DR15, 11 DR7, 17
HLA-DR Merkmale des Spenders: DR15, 11  HLA-DR Merkmale des Spenders. DR7, 17
HLA-DR Anti- oD HLA-DR Anti- oD
gene 27.08.94 17.10.94 gene 25.09.94 07.11.94
DR1 0,030 0,167 DR1 0,038 0,020
DR15(2) 0,041 0,099 DR15(2) 0,060 0,072
DR16(2) 0,011 0,051 DR16(2) 0,027 0,002
DR17(3) 0,021 0,002 DR17(3) 0,006 0,004
DR18(3) 0,090 0,047 DR18(3) 0,063 0,128
DR4 0,061 0,018 DR4 0,057 0,008
DR11(5) 0,022 0,030 DR11(5) 0,028 0,027
DR12(5) 0,081 0,028 DR12(5) 0,026 0,074
DR13(6) 0,130 0,063 DR13(6) 0,022 0,072
DR14(6) 0,038 0,035 DR14(6) 0,079 0,075
DR7 0,017 0,082 DR7 0,099 0,040
DR8 0,063 0,078 DR8 0,109 0,026
DR9 0,010 0,003 DR9 0,006 0,140
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Patient Nr. 29; Transplantation am 17.10.94

HLA-DR Merkmale des Empfangers:

Patient Nr. 31; Transplantation am 02.03.95
HLA-DR Merkmale des Empfangers:

DR1, 15 DRS, 13
HLA-DR Merkmale des Spenders: DR1,- HLA-DR Merkmale des Spenders: DR8, 13
HLA-DR Anti- OD HLA-DR Anti- OD
gene 17.10.94 09.01.95 gene 03.03.95 23.03.95
DR1 0,047 0,029 DR1 0,087 0,023
DR15(2) 0,087 0,007 DR15(2) 0,083 0,066
DR16(2) 0,052 0,016 DR16(2) 0,066 0,038
DR17(3) 0,030 0,006 DR17(3) 0,037 0,041
DR18(3) 0,054 0,045 DR18(3) 0,202 0,038
DR4 0,046 0,018 DR4 0,089 0,009
DR11(5) 0,017 0,030 DR11(5) 0,063 0,060
DR12(5) 0,044 0,207 DR12(5) 0,069 0,082
DR13(6) 0,106 0,060 DR13(6) 0,003 0,048
DR14(6) 0,034 0,082 DR14(6) 0,022 0,015
DR7 0,130 0,053 DR7 0,077 0,142
DR8 0,117 0,031 DR8 0,105 0,038
DR9 0,017 0,043 DR9 0,111 0,002

Patient Nr. 30; Transplantation am 21.02.95

HLA-DR Merkmale des Empfangers:

Patient Nr. 32; Transplantation am 26.04.95
HLA-DR Merkmale des Empfangers:

DR7, 15 DR4, 17
HLA-DR Merkmale des Spenders. DR7, 15 HLA-DR Merkmale des Spenders. DR3, 4
HLA-DR Anti- oD HLA-DR Anti- oD
gene 25.02.95 23.05.95 gene 26.04.95 29.05.95
DR1 0,040 0,010 DR1 0,182 0,033
DR15(2) 0,066 0,111 DR15(2) 0,099 0,098
DR16(2) 0,020 0,013 DR16(2) 0,032 0,024
DR17(3) 0,049 0,006 DR17(3) 0,009 0,031
DR18(3) 0,041 0,022 DR18(3) 0,083 0,010
DR4 0,012 0,019 DR4 0,015 0,010
DR11(5) 0,009 0,093 DR11(5) 0,017 0,040
DR12(5) 0,031 0,029 DR12(5) 0,054 0,032
DR13(6) 0,104 0,080 DR13(6) 0,055 0,035
DR14(6) 0,005 0,045 DR14(6) 0,071 0,010
DR7 0,071 0,103 DR7 0,166 0,080
DR8 0,036 0,015 DR8 0,183 0,009
DR9 0,062 0,183 DR9 0,059 0,122
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Patient Nr. 33; Transplantation am 19.06.95

HLA-DR Merkmale des Empfangers:

Patient Nr. 35; Transplantation am 25.03.95
HLA-DR Merkmale des Empfangers:

DR13,- DR3, 14
HLA-DR Merkmale des Spenders: DR13, - HLA-DR Merkmale des Spenders: DR7, 17
HLA-DR Anti- OD HLA-DR Anti- OD
gene 20.06.95 07.07.95 gene 27.03.95 03.05.95
DR1 0,053 0,050 DR1 0,014 0,020
DR15(2) 0,077 0,003 DR15(2) 0,074 0,079
DR16(2) 0,045 0,017 DR16(2) 0,017 0,005
DR17(3) 0,035 0,016 DR17(3) 0,012 0,061
DR18(3) 0,125 0,008 DR18(3) 0,130 0,015
DR4 0,056 0,000 DR4 0,011 0,006
DR11(5) 0,066 0,005 DR11(5) 0,008 0,024
DR12(5) 0,072 0,012 DR12(5) 0,008 0,051
DR13(6) 0,096 0,008 DR13(6) 0,008 0,031
DR14(6) 0,057 0,030 DR14(6) 0,010 0,018
DR7 0,080 0,030 DR7 0,022 0,030
DR8 0,126 0,008 DR8 0,033 0,011
DR9 0,131 0,022 DR9 0,015 0,046

Patient Nr. 34; Transplantation am 25.02.95

HLA-DR Merkmale des Empfangers:

Patient Nr. 36; Transplantation am 31.07.94
HLA-DR Merkmale des Empfangers:

DR7, 15 DR3, 7
HLA-DR Merkmale des Spenders. DR7, 18 HLA-DR Merkmale des Spenders. DR17, 7
HLA-DR Anti- oD HLA-DR Anti- oD
gene 25.02.95 16.03.95 gene 01.08.94 05.10.94
DR1 0,030 0,040 DR1 0, 119 0,468 (+
DR15(2) 0,048 0,055 0,019)
DR16(2) 0,020 0,003 DR15(2) 0,195 0,051
DR17(3) 0,088 0,025 DR16(2) 0,012 0,018
DR18(3) 0,140 0,038 DR17(3) 0,074 0,000
DR4 0,029 0,000 DR18(3) 0,021 0,053
DR11(5) 0,035 0,053 DR4 0,031 0,085
DR12(5) 0,039 0,089 DR11(5) 0,091 0,055
DR13(6) 0,038 0,097 DR12(5) 0,157 0,104
DR14(6) 0,012 0,043 DR13(6) 0,001 0,084
DR7 0,119 0,050 DR14(6) 0,023 0,045
DR8 0,063 0,030 DR7 0,089 0,092
DR9 0,088 0,117 DR8 0,123 0,131
DR9 0,068 0,054
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Patient Nr. 37; Transplantation am 09.12.94

HLA-DR Merkmale des Empfangers:

Patient Nr. 39; Transplantation am 13.09.95
HLA-DR Merkmale des Empfangers:

DR11, 13 DR15, 13
HLA-DR Merkmale des Spenders: DR11, 13 HLA-DR Merkmale des Spenders. DR15, 13
HLA-DR Anti- OD HLA-DR Anti- OD
gene 08.12.94 06.01.95 gene 14.09.95 05.10.95
DR1 0,018 0,038 DR1 0,334 (£ 0,049
DR15(2) 0,151 0,054 0,001)
DR16(2) 0,027 0,035 DR15(2) 0,088 0,076
DR17(3) 0,012 0,003 DR16(2) 0,099 0,052
DR18(3) 0,043 0,031 DR17(3) 0,116 0,005
DR4 0,253° 0,045 DR18(3) 0,175 0,071
DR11(5) 0,019 0,043 DR4 0,161 0,019
DR12(5) 0,235 (£ 0,040 DR11(5) 0,165 0,075
0,012) DR12(5) 0,210° 0,107
DR13(6) 0,005 0,115 DR13(6) 0,080 0,075
DR14(6) 0,033 0,044 DR14(6) 0,137 0,058
DR7 0,169 0,066 DR7 0,207 0,078
DR8 0,066 0,052 DR8 0,181 0,064
DR9 0,009 0,188 DR9 0,100 0,064

Patient Nr. 38; Transplantation am 20.09.94

HLA-DR Merkmale des Empfangers:

Patient Nr. 40; Transplantation am 23.01.95
HLA-DR Merkmale des Empfangers:

DR17,11 DR17,-
HLA-DR Merkmale des Spenders: DR17,11  HLA-DR Merkmale des Spenders. DR1, 17
HLA-DR Anti- OD HLA-DR Anti- OD
gene 19.09.94 24.10.94 gene 19.01.95 11.02.95
DR1 0,057 0,038 DR1 0,014 0,038
DR15(2) 0,124 0,097 DR15(2) 0,113 0,029
DR16(2) 0,065 0,043 DR16(2) 0,105 -0,006
DR17(3) 0,060 0,000 DR17(3) 0,095 0,001
DR18(3) 0,145 0,059 DR18(3) 0,089 0,007
DR4 0,027 0,081 DR4 0,064 0,005
DR11(5) 0,168 0,076 DR11(5) 0,047 0,004
DR12(5) 0,572 (£ 0,040 DR12(5) 0,068 0,042
0,098) DR13(6) 0,135 0,038
DR13(6) 0,160 0,018 DR14(6) 0,016 0,041
DR14(6) 0,238 (+ 0,055 DR7 0,066 0,090
0,015) DR8 0,245 (£ 0,005
DR7 0,074 0,105 0,007)
DRS8 0,148 0,051 DR9 0,010 0,219°
DR9 0,412° 0,003
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Gruppe B

Patient Nr. 41; Transplantation am 26.01.98,
Abstof3ung am 11.03.99

HLA-DR Merkmale des Empfangers:

DR2, 4

HLA-DR Merkmale des Spenders: DR2, 4

Patient Nr. 43; Transplantation am 02.02.99,
Abstof3ung am 08.12.99

HLA-DR Merkmale des Empfangers:

DR3, 4

HLA-DR Merkmale des Spenders: DR3, 4

HLA-DR Anti- oD
gene 11.03.99
DR1 0,009

DR15(2) 0,087
DR16(2) 0,024
DR17(3) 0,065
DR18(3) 0,135
DR4 0,047
DR11(5) 0,049
DR12(5) 0,047
DR13(6) 0,030
DR14(6) 0,062
DR7 0,010
DR8 0,046
DR9 0,022

HLA-DR Anti- oD
gene 08.12.99
DR1 0,001

DR15(2) 0,090
DR16(2) 0,022
DR17(3) 0,085
DR18(3) 0,053
DR4 0,033
DR11(5) 0,056
DR12(5) 0,013
DR13(6) 0,027
DR14(6) 0,000
DR7 0,007
DR8 0,050
DR9 0,032

Patient Nr. 42; Transplantation am 10.01.98,
Abstol3ung am 25.11.99

HLA-DR Merkmale des Empfangers:

DR1, 7

HLA-DR Merkmale des Spenders: DR1,-

Patient Nr. 44; Transplantation am 17.08.91,
Abstof3ung am 01.06.99

HLA-DR Merkmale des Empfangers:

DR4, 11

HLA-DR Merkmale des Spenders. DR4, 13

HLA-DR Anti- OD
gene 25.11.99
DR1 0,003

DR15(2) 0,030
DR16(2) 0,036
DR17(3) 0,086
DR18(3) 0,083
DR4 0,080
DR11(5) 0,079
DR12(5) 0,038
DR13(6) 0,051
DR14(6) 0,067
DR7 0,025
DR8 0,133
DR9 0,030

HLA-DR Anti- oD
gene 23.04.99
DR1 0,002

DR15(2) 0,007
DR16(2) 0,013
DR17(3) 0,088
DR18(3) 0,142
DR4 0,068
DR11(5) 0,052
DR12(5) 0,023
DR13(6) 0,036
DR14(6) 0,015
DR7 0,041
DR8 0,070
DR9 0,038
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Patient Nr. 45; Transplantation am 10.02.98,  Patient Nr. 46; Transplantation am 11.02.92,

AbstofRung am 08.12.99 Abstof3ung am 31.03.99
HLA-DR Merkmale des Empfangers: HLA-DR Merkmale des Empfangers:
DR4, 13 DR1, 4
HLA-DR Merkmale des Spenders. DR4, 13 HLA-DR Merkmale des Spenders: DR1, 4
HLA-DR Anti- oD HLA-DR Anti- oD
gene 08.12.99 gene 31.03.99
DR1 0,000 DR1 0,087
DR15(2) 0,080 DR15(2) 0,234 (x 0,009)
DR16(2) 0,140 DR16(2) 0,159
DR17(3) 0,176 DR17(3) 0,289 (+ 0,005)
DR18(3) 0,080 DR18(3) 0,143
DR4 0,029 DR4 0,155
DR11(5) 0,076 DR11(5) 0,204
DR12(5) 0,304 (+ 0, 058) DR12(5) 0,307 (x 0,092)
DR13(6) 0,049 DR13(6) 0,306 (+ 0,038)
DR14(6) 0,009 DR14(6) 0,051
DR7 0,185 DR7 0,131
DR8 0,080 DR8 0,138
DR9 0,045 DR9 0,240 (£ 0,021)

Patient Nr. 16; Transplantation am 25.12.94,

Patient Nr. 47; Transplantation am 08.05.92,
Abstof3ung am 06.07.99
HLA-DR Merkmale des Empfangers:

AbstofRung am 26.07.99
HLA-DR Merkmale des Empfangers:
DR1, 14
HLA-DR Merkmale des Spenders. DR13
HLA-DR Anti- OD
gene 26.07.99
DR1 0,004
DR15(2) 0,008
DR16(2) 0,005
DR17(3) 0,039
DR18(3) 0,020
DR4 0,029
DR11(5) 0,032
DR12(5) 0,028
DR13(6) 0,014
DR14(6) 0,017
DR7 0,409 (+ 0,135)
DRS8 0,008
DR9 0,020

DR17,4
HLA-DR Merkmale des Spenders: DR3, 4
HLA-DR Anti- oD
gene 06.07.99
DR1 0,085
DR15(2) 0,238 (+ 0,011)
DR16(2) 0,378 (+ 0,101)
DR17(3) 0,466 (+ 0,026)
DR18(3) 0,672 (£ 0,179)
DR4 0,593 (+ 0,015)
DR11(5) 0,516 (+ 0,030)
DR12(5) 0,423 (£ 0,210)
DR13(6) 0,367 (+ 0,097)
DR14(6) 0,620 (+ 0,135)
DR7 0,512 (+ 0,088)
DR8 0,318 (+ 0,029)
DR9 0,466 (+ 0,072)
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Patient Nr. 24; Transplantation am 29.07.94,
AbstofRung am 16.07.99

HLA-DR Merkmale des Empfangers:

DR3,-

HLA-DR Merkmale des Spenders. DR3,-

Patient Nr. 49; Transplantation am: 18.10.96,
Abstof3ung am 17.12.99

HLA-DR Merkmale des Empfangers:

DR4, 11

HLA-DR Merkmale des Spenders. DR4, 12

HLA-DR Anti- oD HLA-DR Anti- oD
gene 16.07.99 gene 17.12.99
DR1 0,025 DR1 0,000
DR15(2) 0,037 DR15(2) 0,045
DR16(2) 0,177 DR16(2) 0,083
DR17(3) 0,339 (+ 0,031) DR17(3) 0,139
DR18(3) 0,270 (+ 0,014) DR18(3) 0,107
DR4 0,192 DR4 0,076
DR11(5) 0,065 DR11(5) 0,113
DR12(5) 0,029 DR12(5) 0,379 (+ 0,015)
DR13(6) 0,374 (+ 0,018) DR13(6) 0,464 (+ 0,219)
DR14(6) 0,107 DR14(6) 0,000
DR7 0,171 DR7 0,011
DR8 0,050 DR8 0,393 (+ 0,078)
DR9 0,034 DR9 0,046

Patient Nr. 48 Transplantation: 03.12.98,
Abstof3ung am 29.09.99

HLA-DR Merkmale des Empfangers:

DR1, 14

HLA-DR Merkmale des Spenders. DR17, 11

Patient Nr. 50; Transplantation am 04.01.97,
Abstofl3ung am 03.03.99

HLA-DR Merkmale des Empfangers:

DR1, 4

HLA-DR Merkmale des Spenders: DR5, 7

HLA-DR Anti- OD HLA-DR Anti- OD
gene 29.09.99 gene 03.03.99
DR1 0,012 DR1 0,018

DR15(2) 0,075 DR15(2) 0,138
DR16(2) 0,097 DR16(2) 0,218 (+ 0,008)
DR17(3) 0,132 DR17(3) 0,344 (+ 0,051)
DR18(3) 0,119 DR18(3) 0,613 (= 0,121)
DR4 0,278 (£ 0,033) DR4 0,108
DR11(5) 0,308 (+ 0,081) DR11(5) 0,204
DR12(5) 0,064 DR12(5) 0,073
DR13(6) 0,077 DR13(6) 0,121
DR14(6) 0,257 (£ 0,003) DR14(6) 0,164
DR7 0,091 DR7 0,183
DR8 0,092 DR8 0,214 (£ 0,001)
DR9 0,064 DR9 0,262 (= 0,035)
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Patient Nr. 51; Transplantation am 05.07.95,

AbstofRung am 01.09.99
HLA-DR Merkmale des Empfangers:
DR7,-
HLA-DR Merkmale des Spenders: DR7, 17
HLA-DR Anti- oD
gene 04.04.99
DR1 0,255 (+ 0,006)
DR15(2) 0,130
DR16(2) 0,439 (+ 0,023)
DR17(3) 0,376 (£ 0,108)
DR18(3) 0,630 (+ 0,142)
DR4 0,877 (£ 0,351)
DR11(5) 0,334 (£ 0,121)
DR12(5) 0,694 (+ 0,085)
DR13(6) 0,199
DR14(6) 0,434 (£ 0,132)
DR7 0,511 (£ 0,119)
DR8 0,843 (£ 0,451)
DR9 0,230 (£ 0,016)
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Zusammenfassungen

9 Zusammenfassungen

Die klinische Bedeutung von HLA-DR Alloantikorpern im Rahmen der Nierentrans-
plantation ist nach wie vor ungeklart. Dies kann teilweise durch die mangel hafte Spezi-
fitdt und Sensitivitét der gangigen Antikorper-Detektions-Methoden, z.B. Lymphozy-
totoxizitatstest mit B-Zellen als Antigen-Trégern, erklart werden.

In der vorliegenden Studie haben wir die Inzidenz und die Spezifitét von HLA-DR An-
tikdrpern nach Nierentransplantation mit Hilfe des glykoproteinspezifischen Monoclo-
nal Antibody-specific Immobilization of Leukocyte antigens Assay (MAILA) unter-
sucht. 53 Leichennierenempfanger (erstes Transplantat) aus einer prospektiven Studie
wurden retrospektiv einer der folgenden Gruppen zugeordnet: 20 Patienten ohne Absto-
Rung (Kontrollgruppe), 20 Patienten, mit akuter Abstofl3ung innerhalb der ersten 3 Mo-
nate nach Transplantation und 13 Patienten mit chronischer Abstol3ung. 105 prospektiv
gesammelte Patientenseren wurden mit dem MAILA unter Verwendung von 13 homo-
zygoten lymphoblastoiden B-Zelllinien, welche die haufigsten HLA-DR Spezifitaten
exprimierten, untersucht.

In der Kontrollgruppe wurden nur bei einem von 20 Patienten (5,3%) ohne akute Ab-
stol3ung HLA-DR Antikérper nach Transplantation nachgewiesen. Im Gegensatz dazu
wurden bei 36,8% (7 von 19) und bei 69,2% (9 von 13) Patienten mit akuter respektive
chronischer Abstof3ung HLA-DR Alloantikdrper nach Transplantation detektiert. In
beiden Studiengruppen lag die Anzahl HLA-DR Antikorper positiver Seren signifikant
hoher alsin der Kontrollgruppe. Bei funf der 17 Patienten mit HLA-DR inkompatiblem
Transplantat wiesen wir spenderspezifische Alloantikorper nach. Die Mehrheit der
nachgewiesenen Antikorper war jedoch nicht spezifisch fur HLA-DR Alloantigen-Dif-
ferenzen.

HLA-DR Antikérper waren signifikant mit Transplantatabstol3ung bel ersttransplan-
tierten Leichennierenempfangern assoziiert, vor allem bel Patienten mit chronischer
Abstof3ung. Obwohl die HLA-DR Antikorper in der Mehrheit der Félle nicht spender-
spezifisch waren, konnte die Uberprifung dieses Parameters die Diagnose einer Trans-

plantatabstof3ung unterstiitzen.
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Zusammenfassungen

Background: The clinical impact of HLA-DR alloantibodiesin renal transplantation is
still controversial. This may be partly due to the lack of specificity and sensitivity of
current detection methods, e.g. complement dependent cytotoxicity test employing B
lymphocytes as target antigens.

Material and M ethods: In this study, we analyzed the incidence and specificity of
HLA-DR antibodies after renal transplantation by use of the antigen specific capture
assay Monoclonal Antibody-specific Immobilization of Leukocyte antigens Assay
(MAILA). 51 primary cadaver kidney recipients were recruited for a prospective study
and were retrospectively assigned to the following groups: 20 patients with
unsuspicious clinical course within the first three months after transplantation (control
group), 20 patients undergoing histologically proven acute rejection within the first
three months after transplantation, and 13 patients with chronic rejection one year or
later after transplantation. 105 patients’ sera collected prospectively were analyzed by
MAILA using 13 homozygous B-lymphoblastoid cell lines (B-LCL) carrying the
common HLA-DR specificities.

Results: In the control group, only one of 19 patients (5.3%) without acute rejection
revealed HLA-DR antibodies after transplantation. In contrast, post transplant HLA-DR
alloantibodies could be detected in 36.8% (7/19) and 69.2% of patients (9/13) with
acute and chronic rejection, respectively. The frequency of HLA-DR antibodies present
in both study groups was significantly higher in comparison to the control group. Of the
17 patients who received a graft across a donor recipient HLA-DR mismatch five
patients exhibited donor specific alloantibodies. However, the majority of antibodies
detected was not specific for mismatched HLA-DR alloantigens.

Conclusion: HLA-DR antibodies were significantly associated with transplant rejection
in first cadaver renal transplantation, especially in patients undergoing chronic rejection.
Although donor specificity was not observed in the majority of patients, monitoring of

HLA-DR antibodies might support diagnosis of graft rejection.
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